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第一章 
緒論 
 
1.生殖工学の発展 
 
1-1 体外受精・顕微授精の歴史 
 
 受精とは，受精能を獲得した精子が，受精可能な第 2減数分裂中期まで成熟した卵内
に侵入し，父性・母性の両染色体が融合し 2倍体になるまでの連続的なプロセスを指す
（Bavister et al.,2002）．体外受精動物では，射精された精子が卵に到達することで，
上記のように受精が成立する．一方，哺乳動物などの体内受精を行う動物では，射精さ
れた精子が，受精の場である卵管膨大部にまで上向する必要がある．卵においても，体
内で受精し，子宮内で胚が発生するために，選択された卵のみを卵巣から排卵するとい
う仕組みを獲得している．したがって，哺乳動物において生殖工学および高度生殖補助
医療を目的とした体外受精を行うためには，体内で起きる受精メカニズムを明らかにす
る必要がある． 
卵巣内では，卵胞発育過程を経て選抜された排卵前卵胞が，下垂体から分泌される黄
体形成ホルモン（Luteinizing hormone, LH）の刺激を受けることにより，卵の減数分
裂を再開し，第二減数分裂中期に進行し，成熟する．この成熟卵は，排卵され，卵管膨
大部で受精することから，初期の体外受精では，卵管から回収した成熟卵が用いられた．
マウスでは，腹腔内に 5 i.u.の PMSG を投与した 48 時間後に 5 i.u.の hCG を投与し，
その 11～13時間後に排卵が起こる．したがって，hCG 投与 16時間後に，マウス卵管内
から成熟卵を回収することができる（Iwamatsu et al.,1971）．また，ハムスターでは，
膣内検査により発情が確認された後，20～30 i.u.の PMSG を投与し，その 48 時間後に
20～30 i.u.の hCG を投与することで，卵管内から成熟卵が回収できる．しかし，この
手法では，卵管を切除し，そこから成熟卵を回収するため，同一個体からくり返し採卵
することができない．したがって，反復的な採卵が必至なヒトの不妊治療，ウシやブタ
などの経済動物での生殖工学的利用では，新たな方法を開発する必要があった． 
そこで，体外受精をヒトの不妊治療に用いることを計画した Steptoe と Edwards は，
卵胞発育を経腹超音波によりモニタリングし，卵胞が充分発育する時期を明らかとした．
さらに，充分発育した時点において全身麻酔下の腹腔鏡下で，卵胞内から卵の回収を試
みた．しかし，この方法で採卵された卵は，未成熟卵であり，受精可能な第二減数分裂
中期まで体外で培養する必要があった．彼らが試みた 1970 年代では体外培養技術が不
十分であったため，その体外受精卵の受精能は著しく低いものであった．そこで彼らは，
排卵時期の決定を経腹超音波によるモニタリングに加えて尿中 LH 濃度測定も行い，LH
サージ出現後に採卵を行うという手法を考案した．しかし，この方法においても既に排
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卵が起こっていることが多く，採卵の成功率はきわめて低いものであった． 
この自然排卵周期において成熟卵を得ることは，上述のように排卵時期の特定が困難
であることに加えて，ヒトでは単一卵胞のみが発達することから，たとえ最適時期に採
卵を行えても得られる成熟卵は１つに過ぎない．この単一卵胞が排卵過程に至る仕組み
は，卵胞発育期に卵胞が複数リクルートされるが，その中から優性卵胞が選択され，そ
の他は閉鎖することに起因している.この自然排卵周期における卵胞選択は，内因性 FSH
の低下により FSH受容体の発現量の低い卵胞でアポトーシスが高頻度に誘起され，その
結果，卵胞が閉鎖することに起因している．そこで，内因性の FSH が低下する月経開始
5 日目以降において外因性 FSH を投与し，複数の成熟卵胞を育てることが試みられた．
しかし，外因性 FSH投与は複数個の卵胞発育を促進したが，一つ一つの卵胞の発育度は
低いにも関わらず，それらが分泌するエストラジオール 17βの総量が充分量に達する
ために，早期の LH サージが誘起された．その結果，早期の排卵が生じ，採卵率の改善
には至らなかった．そこで，早期の内因性 LH サージを抑制し，排卵刺激を人為的に行
えるようにするために，Gn-RHアゴニストを用いた調節卵巣刺激法が開発された（Porter 
et al.,1984）．この方法は，Gn-RH により下垂体機能を一時的に消失させ，早期の LH
サージが生じない条件とする．FSH 投与により複数個卵胞を発達させ，hCG 投与により
排卵刺激を人為的に行うというものである．この調節卵巣刺激法により，成熟卵を複数
個採取することが可能となった．また，これまでの腹腔鏡を用いた方法から，経膣超音
波装置を用いることで，採卵が簡便化された(Cohen et al.,1986)．これらの過排卵刺
激法と採卵術は，採卵効率が向上し，受精可能な卵を複数個，簡便な方法で採取できる
ことから，広く利用されている． 
 精子が受精する能力を備える条件として，精巣上体で一定期間滞留し，精子成熟を完
了すること，射出時に前立腺などの副生殖器官から分泌される精漿と混合されること，
雌の生殖器内で一定期間存在し，代謝機能が変化することが必要である．Austin(1951)
と Chang(1951)はそれぞれ，排卵直後の卵管内に精子を注入し，受精が起こるタイミン
グを観察した．その結果，精子注入 8時間以降において，受精が観察された．この観察
結果から，精子は一定期間雌性生殖路内に存在し，その期間に受精する能力を獲得して
いると結論づけ，この現象を精子の受精能獲得と定義した（Austin et al.,1951 ; Chang 
et al.,1951 ; Chang et al.,1959 ; Adams and Chang,1962）． 
精子の受精能獲得は，精子が子宮と卵管の両者を通過することで，効率よく誘起され
ることも明らかとなっている．すなわち，ウサギ精子を子宮に注入したとき，注入 5～
6時間で受精が認められるのに対して（Chang et al.,1955），卵管へ直接注入したとき
には 10～11 時間必要である（Adams and Chang,1962）．そこで，Chang et al.(1959)
は，容易に精子を回収できる子宮単独培養で受精能獲得を誘起させ，体外受精により得
られた 4 細胞期胚をレシピエント個体に移植し産仔を得ることに成功した（Chang et 
al.,1959）．さらに，Seitz et al.(1970)は，18時間の子宮内前培養により，80％以上
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の受精率を得られることを示した． 
このウサギを用いて開発された子宮内で精子を前培養する体外受精法は，多くの動物
種でも検討されている．ラットでは，子宮内で 4～5 時間の培養を行うことにより，精
子が受精能を獲得し，受精卵を得られたことが報告されている（Miyamoto and 
Chang,1973）．ウシでは生体の子宮や卵管内で受精能を獲得した精子を回収することが
困難である．そこで，食肉処理場から屠殺直後の発情子宮または卵管を採取し，その中
で射出精子を 3～4 時間 37℃で培養することにより，受精卵が得られたとの報告がある
(Iritani and Niwa,1977)．このことにより，ウシ精子の受精能獲得は生体内の組織に
限らず，生体外に取り出した組織でも受精能の獲得が可能であることが明らかとなった．
また，PMSGと hCGを投与したウサギ子宮内にウシ精子を注入し，その 12～14時間後に
回収した時，体外受精で受精卵が得られた (Iritani and Niwa,1977)．この結果は，ウ
シ精子の受精能獲得に種特異的因子が関与していないことを示している．また，発情期
の雌ブタの卵管溶液と子宮内腔液を回収し，それらを添加した培養液でブタ精子を 4.5
～5時間培養した時，精子は受精能を獲得し，体外受精による受精卵から産仔が得られ
た（Iritani et al.,1978）．つまり，精子の受精能獲得は，子宮や卵管上皮細胞との接
触によるのではなく，液性成分により誘導されることが明らかとなった．そこで，体外
で受精能獲得を誘起する手法を開発するため，組織液に含有する因子の研究が行われた． 
卵胞液は，排卵時に卵と共に卵管への放出されることから，卵管内での精子機能に何
らかの影響をもたらすと考えられる．そこで，Yanagimachi et al. (1969)は，ウシ卵
胞液の培地への添加効果を検討した．しかし，ウシ卵胞液の添加は，受精能獲得を誘起
しなかった．一方，この卵胞液を 56℃，30 分の非動化処理を行い，受精能獲得培養液
に添加すると精子は受精能を獲得した（Yanagimachi et al.,1969）．これは，非熱処理
条件では，卵胞液に含まれる補体成分が精子を攻撃し，精子が受精能を獲得する前に，
精子の運動性が低下したためと考えられる．組織液の主要成分として，熱に不安定な高
分子であるグロブリンのみでなく熱に安定的な低分子のアルブミンも含まれている．こ
のことから，受精能獲得因子は非動化処理後も安定的なアルブミンである可能性が推測
された．そこで，卵胞液と同様に高濃度のアルブミンを含有する血清が，受精能獲得を
誘起するか否かについても検討され，ハムスター精子の受精能獲得が，非動化処理した
ハムスター，ウサギ，およびヒト血清により誘起された（Yanagimachi et al.,1970）．
さらに，ウシ血清から生成した粉末アルブミンを培養液中に添加した時，コントロール
区であるアルブミン無添加の培養液では受精能獲得は認められなかったが，アルブミン
単独添加区で精子は受精能を獲得したことも報告されている（Miyamoto et al.,1971）．
これらのことから，受精能獲得用の培養液にはアルブミンを添加する必要があることが
明らかとなった． 
培養液中に添加したアルブミンは，受精能獲得時に精子膜からコレステロールを遊離
する働きがある（Davis et al.,1979 ; Go and Wolf,1985 ; Suzuki and Yanagimachi,1989）．
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精子膜からコレステロールが減少すると，精子膜の流動性が高められる（Yanagimachi 
et al.,1994）．精子細胞膜からコレステロールが減少することは，精子膜のコレステロ
ールとリン脂質の比率を変化させる結果，細胞膜のラフト構造に変動が生じる．この変
化も受精能獲得の誘起に関与していることが報告されている（Cross et al.,2004 ; 
Shadan et al.,2004 ; Kondoh et al.,2005）．さらに，培養液中の HCO3-により精子細
胞膜のコレステロールの分布が変わり，その変化がアルブミンによる細胞膜からのコレ
ステロール除去を効率化することも報告されている（Flesch et al.,2001）．また，排
卵時に卵胞から放出される卵胞液中の High-density lipoprotein(HDL)が，細胞膜のコ
レステロールを結合することによって受精能獲得時の細胞膜の脂質成分の除去に関与
していることがわかっている（Visconti et al.,1999）．このように，精子の受精能獲
得時には，精子細胞膜の流動性を高めるために，精子細胞膜のコレステロール分布を変
化させることが必要である． 
ウサギ精子では，培養液中にアルブミンと dbcAMP を添加し，体外受精を行うことに
よって受精卵が得られる（Rosado et al.,1974）．この cAMPの増加はアデニル酸シクラ
ーゼに由来しており，アデニル酸シクラーゼが欠損しているマウスでは，十分な受精能
獲得が得られない（Esposite et al.,2004 ; Xie et al.,2006）．精子内で cAMP が増加
すると，PKAが活性化し，各種タンパク質のチロシンリン酸化を誘起することが知られ
ている．受精能を獲得したハムスター精子では，激しく運動している精子の鞭毛部分に
おいて，タンパク質のチロシンリン酸化が強く認められる（Si and Okuno,1999）．この
ことから，受精過程では，cAMPが増加することによって，PKAが活性化し，タンパク質
チロシンリン酸化が起こることが明らかとなった．さらに，このアデニル酸シクラーゼ
の活性による cAMPの増加は，精子内に流入する Ca2+に依存している（Chen et al.,2000 ; 
Xie et al.,2006 ; Carlson et al.,2007）．この精子細胞内での Ca2+増加は，BSAや HCO3-
による精子細胞膜コレステロール分布の変化に伴う膜流動性の変化による pH 上昇に起
因している．これは，細胞膜のイオンチャンネルが活性化されること，細胞小器官に蓄
えられている Ca2+の放出により生じることが報告されている（Kirichok et al.,2006 ; 
Carlson et al.,2007）．また，ヒト精子では，Ca2+ionophores処理が，精子の受精能獲
得を誘起すること（Suarez et al.,1992 ; Marquez and Suarez,2007），受精能を獲得
したハムスター精子の細胞内の Ca2+を免疫蛍光染色により観察すると，精子鞭毛中によ
り強い反応が認められることが報告されており（Suarez et al.,1993），培養液中の Ca2+
は精子の受精能獲得を誘起する因子において重要であることは明らかである． 
Toyoda and Chang(1974)は，アルブミンとピルビン酸を添加し，この培養液を用いて
ラット精子の受精能獲得に成功した．マウス精子においても，アルブミン,ピルビン酸
とラクトースを添加した培養液中で 1時間培養することにより，受精能を獲得すること
が報告されている（Miyamoto and Chang,1973）．これらの因子を用いて解糖系とクエン
酸回路により効率的に ATP産生を行うことで，精子は運動性を高めることが可能となる
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（Hereng et al.,2011）．ウシ精子において，受精能獲得の際には ATP の必要量が増加
すること（Garrett et al.,2008），ATP 生産を行うラクトース脱水素酵素である LDH-C4
をノックアウトしたマウスは精子受精能獲得不全により不妊となることから（Odet et 
al.,2008），ATP の生産は受精能獲得とその後の精子運動性に関与していることが示さ
れた． 
 これらのことをまとめると,アルブミンによる精子細胞膜のコレステロール量の減
少が,精子細胞膜の流動性を高める．流動性が高まった細胞膜を介して,培養液中の Ca2+，
HCO3
-が流入が起こる.このイオン濃度の増加は cAMP 増加を介して PKA を活性化し，精
子内でタンパク質のチロシンリン酸化により精子の運動性が上昇する.さらに精子の運
動性を維持するために ATP産生が必要であり，この代謝経路のエネルギー源として糖類
を添加することによって，完全な受精能の獲得がより短時間で可能となった.したがっ
て，現在使用されている主な体外受精用培地である Tyrode’s 液や TCM培地，HTF培地
には，アルブミンやグルコース，ピルビン酸などの糖類，炭酸水素ナトリウムや塩化カ
ルシウムなどのイオン化合物が添加されている． 
ウシなどの大型家畜の体外受精では，過排卵刺激を行った卵巣から経膣超音波を用い
成熟卵を得る方法，もしくは，卵巣から得られた未成熟卵に体外成熟培養を行い，成熟
卵を得ている．精子は優良形質を持つ個体由来のものを凍結保存して用いる．凍結融解
後の精子は運動性が低いため，受精能獲得用の培養液にはアルブミンや糖類，Ca2+，HCO3-
の他にカフェインなどを添加し精子の培養を行い，媒精に用いる．このようにして得ら
れた受精卵は，胚盤胞までの発育が可能であり，ガラス化法による凍結により融解後の
生存性が向上した．ウシの体外受精での受胎率は，新鮮胚移植で 68.4%，ガラス化法で
の凍結融解胚移植で 83.3%であることが報告されている（Ogata et al.,2001）．ヒトの
体外受精でも，過排卵刺激によって得られた成熟卵と受精能獲得を誘起した精子を媒精
することによって体外受精胚を得ている．現在，ヒトでは多くの周期で体外受精が行わ
れており，その妊娠率は 23%前後であることが，日本産科婦人科学会より報告されてい
る． 
体外受精を行うためには，受精能を獲得した精子が多数必要である．しかし，精液の
中には，卵への進入能に乏しい運動性の弱い精子の割合が高い症例や，精子が著しく少
ない症例，円形精子細胞のみなどの症例がある．また，凍結融解後の精子なども，著し
く運動性が低下し，通常の体外受精を行うことが困難な場合がある．このような運動性
の低い精子や精子細胞を人為的に受精させる手法として，精子を直接卵子内に注入し，
受精させる卵細胞質内精子注入法（intracytoplasmic sperm injection；以下 ICSI）
がある．Uehara et al.(1976)は，哺乳動物 ICSIの最初の成功例として，ハムスター卵
に精巣上体，もしくは精巣内精子を注入し，前核形成を認めたことを報告した．その後，
ウシ（Goto et al.,1990），ウサギ（Hosoi et al.,1993），マウス（Kimura et al.,1995），
などで産仔を得た報告がある．ヒトでは，球形精子症症例の精子で ICSI を行い，受精
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の成立を観察したことが報告され（Lanzendorf et al.,1988），その後，最初の ICSIで
の児誕生が，Palermo et al.(1992)により報告されている．顕微授精には，卵子を直接
精子に注入する以外に，透明帯開口法として酸性タイロードやマイクロニードルなどで
透明帯に小孔を開け精子が卵内に進入しやすくするもの（Gordon et al.,1988），囲卵
腔内に精子を数匹注入する囲卵腔内精子注入法なども報告されているが（Ng et 
al.,1989），いずれも受精率で十分な結果が得られず，受精率の高い症例では，多精子
受精が高頻度に起こるという問題点がある．ICSI はこれらの方法と比較して安定した
受精率と多精子進入が起こらないことから，現在の主流となっている． 
 現在，このような体外培養や ICSIの技術は，核移植や ES細胞，iPS細胞の作出に応
用されており，優良家畜の育種，改良，増産を目的としての家畜繁殖技術として，また，
再生医療や難治性疾患の発症メカニズムや創薬・治療開発に応用が期待されている． 
 
1-2 体外受精・ICSIの問題点 
 
体外受精・ICSIの技術の進歩，特に ICSI技術を用いることで，高い受精率が期待で
きると考えられるが，未だ胚移植後の妊娠率は低く，流産率は自然妊娠よりも高いこと
が知られている． 
このような胚の発育停止，着床不全，流産の多くは，胚の染色体異常に原因があると
報告されている（Delhanty et al.,1993 ; Kamiguchi et al.,1993 ; Iwarsson et 
al.,1999 ; Wilton et al.,2003 ; Fragouli et al.,2006）．ヒト胚の培養過程で染色
体検査を行うと，初期胚の段階では 75%の胚に染色体異常が認められ，胚盤胞に到達し
た胚の約 56％，さらに形態が良好な胚盤胞でも 48％に染色体異常が認められる
（Alfarawati et al.,2011）．このように胚の染色体異常が高率に認められる原因とし
て，減数分裂過程の染色体の分配異常あるいは減数分裂後の染色体の断片化が挙げられ
る． 
卵子側の要因としては，減数分裂再開時の染色体の分離異常による DNAの断片化が多
く認められ，これらは紡錘体形成不全に起因している．これらの紡錘体の異常は高齢の
患者から用いられた卵に多い．加齢とともに染色体異常が増加するのは，卵の減数分裂
の特異性によるものである．すなわち，出生時にすでに第 1減数分裂前期の大部分を終
了し，その後休止している卵は，時間の経過とともに紡錘体に活性酸素などの悪影響が
蓄積されるため，紡錘体による染色体の不分離を引き起こされる．また，精子側の要因
としても，減数分裂時の染色体分配異常が報告されている（Chandley et al.,1995）．
このような先天的な精子 DNAの断片化は，精液所見の精子濃度や運動率，精子正常形態
との間に負の相関があることが報告されている（Walter et al.,2004）．しかし，ハム
スター卵を用いた詳細な検討（ハムスターテスト）の結果，正常男性においても精子染
色体異常頻度は約 10%，そのうち構造異常は 6-7%であり，数的異常は 3-4%発生してい
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る（Guttenbach et al.,1997）．したがって，精子運動率や精子形態などの精液所見か
ら精子 DNAの断片化を予測することは困難である（Rives et al.,1999）． 
 また，精子側の因子として，先天的な染色体異常とは別に，射出後に生じる精子 DNA
の断片化も胚発生や着床に影響を与えると考えられる．ラットでは，精子 DNA の断片化
を人為的に高頻度に引き起こすと，約 80%で着床前に流産が生じる（Harrouk et 
al.,2000）．また，マウスにおいてもγ線照射により精子 DNA を高頻度で断片化させる
と，胚盤胞形成率が低下することが報告されている（Ahmadi et al.,1999）．射出精子
において DNAが断片する原因の１つとして，活性酸素の増加による酸化ストレスが報告
されている（Aitken et al.,1997 ; Lopes et al.,1998 ; Shen et al.,2000）．通常，
精子は精漿内の抗酸化作用により保護されているが，過度の活性酸素は，細胞膜の不飽
和脂肪酸を酸化し，精子膜機能を減退させる．その結果，精子運動性が低下し，精子と
卵の融合能が消失することや（Aitken et al.,1993），受精したとしてもその後の胚発
生と胚の生存性を低下させると報告されている（Nackerdien et al.,1991 ; Olinski et 
al.,1992 ; Altman et al.,1995）．体内受精においては,活性酸素により細胞膜にダメ
ージを受けた精子が受精する可能性は極めて低いと考えられている（Palermo et 
al.,1995）．しかし，体外での精子操作では，酸化ストレスの高い条件下であり，精子
が活性酸素のダメージを受けやすい状況下である（Aitken et al.,1997）．さらに，体
外受精，特に ICSI においては，このような DNA が断片化した精子を選択し，受精させ
ている可能性があるため，精子 DNA の断片化が胚の生存性に影響する可能性が高い
（Palermo et al.,1995）．また，活性酸素の産生には，白血球の増加が起因している．
この白血球の増加は，精液中に細菌が混入することによる自然免疫応答によって起こり
えることから，精子 DNAの断片化を誘起する精液中の活性酸素の増加は，精液中に細菌
が混入することが原因となっている可能性が考えられた． 
 このように，胚の染色体異常の原因となりえる精子 DNAの断片化は，射精後の体外で
の操作によっても起こる可能性が高いと推測される(Bianchi et al.,1996)．大型家畜
やヒトでは，父性由来の遺伝子は，桑実胚以降に急速に発現が上昇する（Ahmadi et 
al.,1999）．また，栄養膜細胞における胎盤形成は，父性由来の染色体から発現される
遺伝子に依存することが報告されており（Borini et al.,2006），精子の染色体異常の
影響は，桑実胚以降の胚発生の停止，胚盤胞形成不全や栄養膜細胞の機能低下による着
床不全と流産を引き起こすと推測される．しかし，一般的に行われている精液検査は，
肉眼的な検査に留まることが多く，精子 DNAの断片化までは標準的な検査項目にはなっ
ていない．さらには，用いる精子を非侵襲的に DNA正常性を判定すること，断片化を抑
制する処理法などは開発されていない．したがって，精子の正常性を予測する方法を検
討することは，体外受精・ICSI を成功させる上で必要なことであると考えられる． 
 
1-3 現在の精液検査法と問題点 
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 ヒトで現在行われている一般的な精液採取法と精液検査法は以下の通りである． 
（１） 精液採取 
① 採取場所；サンプルの採取は，精液の気温変動への暴露を制限し，また採取か
ら検査までの時間を管理するため，院内で採取する． 
② 禁欲期間；サンプルは2～7日間の禁欲期間後，採取する． 
③ 採取方法；精液サンプルはマスターベーションによって，滅菌したガラスもし
くはプラスチック製広口容器中に，全量採取する．採取後の容器は20℃～37℃
に保ち，精子への大きな温度変化をさける． 
 
（２） 精液の肉眼的検査 
① 液化；室温または37℃，大気下で15～60分間静置する．シリンジなどで吸引滴
下し，完全に液化が得られてから検査を行う．精液量；重量法を原則とし，1 g=1 
mlとする． 
② 粘性；ピペットで2 cm以上液化精液が糸を引く状態では高いと判断する． 
③ pH；精液を放置すると高くなるので，1時間以内にpH試験紙で測定する．pH7.2
～7.4が正常である． 
④ 顕微鏡的検査 
検査項目は主に以下の通りである． 
・ 精子濃度(/ ml) 
・ 総精子数 
・ 精子運動率(%) 
・ 高速運動精子率(%) 
・ 正常形態率(%) 
・ 精子生存率(%) 
 
（３） その他の検査 
・ 精液中の細菌培養検査・・・膿精液症の判定のため 
・ 精子運動性評価 
（精子自動分析装置；computer assisted sperm analyzer ; CASA） 
・・・精子頭部の運動軌跡を画像処理し，精子濃度，運動率，運 
動性の分類，運動速度，直進性を自動的に解析する． 
 
上記のような検査項目で精子の性状を判定するが，運動性や形態の観察が主であり，
精子の受精能などの機能性やDNAの断片化を観察するものではない．その他の精子を評
価する方法としては，精子先体反応評価法やSperm penetration assay(SPA)などがある
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が，これらは受精能を予測するものである．しかし，精子DNAの断片化とその精子を用
いた体外受精由来胚の移植後の成績を判定するものではない．このため，精子DNAの断
片化を予測できるような評価法が必要であると考えられる． 
 
2.研究の目的 
 
 現在，広く行われている体外受精・ICSIは，受精率および胚盤胞期胚への発生率は高
い．しかし，着床率は低く，流産率は高い．その原因として、卵や精子DNAの断片化が
挙げられる．特に精子形成・成熟後のDNA断片化は，精漿への暴露や体外操作によって
起こると考えられる． 
 ヒト射出精液は精子と精漿から成っており，精子は精漿の影響を大いに受けると考え
られる．精漿中のタンパク質の変性は，男性生殖器の細菌感染により引き起こされ
（Gonzales et al.,1993），このような症例では抗酸化作用が低下し，過度の活性酸素
が産生されると報告されている（Pasqualotto et al.,2007）．これらの細菌感染や活性
酸素の増加は，精子DNAを断片化する危険性が高まると報告されている（Agarwal et 
al.,2003）．精液中への細菌感染に対しては，抗生物質の処方や培養液中への抗生物質
の添加を行っているが，その添加が精子DNAの安定化に及ぼす影響は不明である．これ
らのことから，精漿中の細菌感染が，精子DNAの断片化，精子の機能性および体外受精・
ICSIの結果にどのように影響を与えるかを明らかとする必要があると考えた． 
以上のことから，本研究では，ヒト体外受精・ICSIに用いる精子のDNA断片化に影響
を及ぼすと考えられる因子，それらが精子の機能性や，体外受精・ICSI予後へ及ぼす影
響を検討することにより，DNA断片化が起きた精子を効率的に除去し体外受精・ICSIに
用いる方法を開発することを目的とした．第二章では，精子に影響を与えると考えられ
る精漿中の因子として，精漿中の細菌感染の有無と，細菌から放出される内毒素濃度を
測定し，それらが精子機能性に与える影響と体外受精・ICSIの結果に与える影響を検討
した．第三章では，マウス精子を用いて，細菌から放出される内毒素を認識する作用機
序の検討を行った．第四章では，体外受精・ICSIに用いる精子のDNA断片化精子を効率
よく除去する方法を検討し，より質のよい精子を回収するための精子の処理法の開発を
試みた． 
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第二章 
ヒト精子における TLR2と TLR4 の発現とその生理的役割の解明 
 
 
序論 
 
 
 生殖器の細菌感染は，男性不妊要因の１つである（Anderson et al.,1988 ; Diemer et 
al.,2000 ; Eley et al.,2005 ; Ochsendorf et al.,2008）． N.gonorrhoeae は，生殖
器に感染する細菌であり，その重度の感染症例では白血球数の増加に伴って不妊を呈す
ることが知られている（Ness et al.,1997）．特に，精巣や精巣上体への細菌感染は，
精子形成不全や成熟不全を引き起こすことから，射出精子数の低下と奇形率が上昇する．
一方，前立腺への細菌感染は，精漿成分の変性により精子機能が低下する（Ochsendorf 
et al.,1999 ; Althouse et al.,2000）．すなわち，前立腺に炎症が認められると，精
子の運動性が低くなると報告されている（Purvis and Christiansen,1993）．さらに，
副生殖器官への細菌感染は，精液中への白血球の増加を引き起こし，それが精液中の活
性酸素濃度を過剰に上昇させる結果，精子細胞膜の変性も引き起こされる（Zalata et 
al.,1998）．このように，細菌感染は直接的あるいは間接的に精子の運動性の低下，受
精能獲得，先体反応などの機能性低下を引き起こす（Gomez et al.,1998 ; Ochsendorf 
et al.,2008）． 
 生体内に細菌などの異物が混入すると，細胞が炎症反応を起こす．炎症した細胞から
は，白血球間の情報伝達を担うサイトカインであるインターロイキンや走化性を示すケ
モカインなどが分泌される．このようにして，白血球は炎症反応を起こした部位に集積
する初期免疫応答を示す．さらに，細菌からは強い病原性を示す内毒素が放出されるこ
とが知られている．具体的には，グラム陽性菌は，細胞壁の主成分であるペプチドグリ
カンを内毒素として分泌する．グラム陰性菌の内毒素は，細胞壁外膜にあるリポ多糖で
あるリポポリサッカライド（lipopolisaccharide ; LPS）であり，Lipid A という活性
中心を持つ．免疫担当細胞である白血球には，このような細菌から放出される内毒素を
特異的に認識する Toll-like Receptor（TLR）が発現し，初期免疫応答を担っているこ
とが明らかとなっている（Takeuchi et al.,1999 ; Takeda and Akira,2005）．ヒトや
マウスにおいて，この TLR familyは 11種類同定されており，それぞれ認識する病原体
が異なる．ペプチドグリカンは TLR2に認識され（Muller et al.,2001），LPSは TLR4-CD14
に結合することにより，TLR4に特異的に認識される（Poltorak et al.,1998 ; Hoshino 
et al.,1999）．非自己を認識した TLRs は，その下流シグナル伝達系を活性化すること
で，サイトカイン，ケモカインの発現・分泌を誘起することが知られている（Takeda and 
Akira,2004 , 2005）．このときに分泌されるサイトカインの一種である TNF-αは，多
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くの細胞の膜表面に発現する type1-TNFαと結合することにより，アポトーシスを誘起
する（Agarwall et al.,2003）．精子にもこの type1-TNFαが発現しており，ヒト射出
精液中に TNF-αを加えると精子運動性が低下し，アポトーシスを起こした精子の割合
が上昇すると報告されている（Perdichizzi et al.,2007）．これらのことから，精液中
の細菌感染による精子運動性の低下は，白血球からのサイトカイン分泌による自然免疫
応答によって誘起されていると考えられてきた． 
精液中の白血球数は，クラミジアなどの細菌感染が確認された症例において高くなる
という報告がある．しかし，クラミジア感染の有無に関わらず白血球数は変化しないな
ど（Eggart-Kruse et al.,1996），細菌感染と白血球の増加には関連が認められないと
する報告もある（Trum et al.,1998）．このことから，重篤な細菌感染と白血球数の増
加が認められなくても，精液中への細菌の混入が，直接的に精子運動性を低下させる可
能性が考えられる． 
 近年，免疫細胞以外においても TLR family などの免疫細胞関連遺伝子が発現してい
ることが報告されている．排卵後の卵丘細胞卵子複合体においては，卵丘細胞に TLR2/4
が発現し，受精過程で産生される短鎖ヒアルロン酸により活性化され，ケモカイン類を
発現，分泌する（Shimada et al.,2006 , 2008）．精子には卵丘細胞から分泌されたケ
モカインを認識する受容体が存在し，ケモカインを認識することにより卵への走化性を
示す（Shimada et al.,2006 ; Tamba et al.,2008）．このことから，受精には，免疫機
能に関わる遺伝子の発現が必要であり，精子にも免疫細胞様の機能を有していることが
示された．さらに Palladino et al.(2008)は，ラット精子に 10 種類の TLR family の
発現を報告している．これらのことから，精液中に混入している細菌が放出する内毒素
は，白血球上の TLRｓのみではなく，直接精子を刺激すると仮説立てた． 
 そこで本章では，ヒト精子の免疫機能の解明を目的とした．実験１は，精液の細菌培
養検査を行い，ヒト精液中に存在する細菌種の同定を行った．また，細菌の有無と精液
所見との関連を検討した．実験２では，実験１でヒト精液中にも細菌感染が認められた
ことから，細菌が放出する内毒素濃度の測定を行った．実験３では，ヒト精子における
グラム陽性菌の膜構成成分であるポリペプチドの受容体である TLR2(Tlr2)およびグラ
ム陰性菌の内毒素である LPSの受容体の TLR4(Tlr4)について，RT-PCR，Westernblotting
および immunofluorescence 法を用いて発現と局在を検出した．実験４では，精漿中の
内毒素濃度が比較的低い症例に対して，LPS もしくは TLR2 のリガンドである Pam3Cys
を添加し，精子の運動性と TUNEL陽性率によるアポトーシスを検出し，精子の機能性に
果たす TLR2/4の役割の解明を試みた． 
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材料および方法 
 
 
 精液の回収，精液所見の測定，培養 
 精液は，2009年 2月から 2010年 11月にウイメンズ・クリニック大泉学園へ不妊治
療のために通院し，精液検査および，体外受精・胚移植を行った症例のうち，インフォ
ームドコンセントの得られた 372症例とした．精液のサンプルは，3～5日間の禁欲期
間の後に採取した．精液の所見は，約 15～30分の液化の後，WHOの基準（World Health 
Organization, 2011）に基づき，精液量，精子濃度，運動率，奇形率，白血球数を測定
した． 
 精液は，精液所見の測定後，抗生物質であるゲンタマイシンを含む human follicular 
fuluid（HFF99；Fuso chemical Co.,Tokyo.Japan）に 5％human serum albumin（Irvine 
Scientific）を添加した培養液にて希釈した．希釈後，37℃，5％CO2環境下で 6～24時
間培養を行い，培養後の運動率と TUNEL陽性率を測定した．また，細菌に感染していな
い症例の一部は，100 ng/ml の LPSもしくは 10 µg/ml の Pam3Cysを培養液に添加し，
精子運動率と TUNEL陽性率を測定した．TLR4の合成リガンドである LPSは Escherichia 
coli 0111:B4由来（L4391，Sigma，St Louis, MO，USA）を，TLR2のリガンドであるポ
リペプチドは，その合成化合物である Pam3Cys-Ser-(Lys)4i（Pam3Cys；Calbiochem，Los 
Angels，CA，USA）を mTBMで溶解し，-20℃に保存したものを使用した．さらに，細菌
に感染している症例に対しては，100 µg/ml の polymyxin B（PMB）を培養液に添加し，
精子運動率と TUNEL陽性率の測定を行った．PMBは，Sigma（Bio Chemika）から購入し
たものを HFFで希釈し，-20℃で保存したものを使用した． 
 
細菌種の同定 
 細菌の培養は，全てのサンプル（n=372）を 5％ヒツジ血清のトリプティックソイ血
液寒天培地もしくは B.T.B.乳糖寒天培地を用い，37℃，6.9％CO2下で 24時間好気培養
を行った．引き続き，それぞれの細菌のコロニーを培地から分離し，5％(v/v)ヒツジ血
清のトリプティックソイ血液寒天培地もしくは B.T.B.乳糖寒天培地を用い，37℃にて
それぞれ細菌の培養を行った．培養した細菌種の同定と感受性の分析は，Vitek（Sismex 
Biomerieux，Tokyo.Japan）にて行った． 
 
精漿中の LPS濃度の測定 
 精漿中の LPS濃度の測定は， limulus ES-Ⅱシングルテストワコ （ーWAKO chemical Co.，
Osaka，Japan）を用いたリムルステストにて行った（Elin et al.,1975）．精漿は，エ
ンドトキシンフリーの希釈液で希釈後，70℃10分の加熱処理を行った．処理後，
amebocyte lysateと混合し，Toxinometer-ET2000（WAKO Pure Cheminal Industries Ltd.）
16 
 
を用い，37℃120分間の比濁時間分析法にて LPS濃度の測定を行った． 
 
精漿中のペプチドグリカン濃度の測定 
 精漿中のペプチドグリカン濃度の測定は，SLP-HS シングル試薬テストワコー（WAKO 
Pure Cheminal Industries Ltd.）を用いた SLP（silkworm larvae plasma）テストを
用いて行った．精漿は，エンドトキシンフリーの希釈液で希釈後，90℃10分の加熱処理
を行った．処理後，SLP-HS(Silkworm Larvae Plasma High Sensitive)と混合し，
Toxinometer-ET2000（WAKO Pure Cheminal Industries Ltd.）を用い，37℃，120分間
の比色時間分析法にて測定した． 
 
RNA 抽出および RNA濃度測定 
 RNeasy Mini Kit（250）（QIAGEN science，Germantown，MD，U.S.A.）を用いてマウ
ス精巣上体精子から Total RNAを抽出した．TotalRNAの濃度は，NanoDrop（Thermo Fisher 
Scientific，Wilmington，MA，U.S.A.）を用いて 260 nm と 280 nm の吸光度を測定し，
その測定値から Total RNA 濃度とその純度（260 nm/280 nm）を算出した．Total RNA
サンプルを逆転写に使用するまで-80℃で保存した． 
 
逆転写反応 
逆転写反応液の組成は，1 サンプルあたり AMV RT 5×Buffer（PROMEGA，Fitchburg，
WI，U.S.A.） 4 µl，2 mM Gene Amp dNTP Mix（Applied Biosystems，Lincoln Centre Drive 
Foster City, CA，U.S.A.） 8 µl，Oligo dT（GE Healthcare，Buckinghamshire，UK） 
0.5 ul，AMV Reverse Transcriptase（PROMEGA） 0.25 µlを混合し 12.75 µlずつ分注
した．そこに 100 ngの Total RNA（7.25 µl）加え，反応に用いた． 
 総量 20 µl の混合液を 48℃，75 分の条件で逆転写反応させ，94℃，5 分の条件下で
酵素を失活させた．作製した cDNAを-30℃で保存した． 
 
PCR 
Tlr2 および Tlr4 のプライマー配列は表 1に示したものを使用した． 
 1サンプルあたり 2×MightyAmp Buffer（Mg2＋, dNTP plus）（Takara Bio.Co.，Siga，
Japan） 7.5 µl，ddH2O 3.8 µl，MightyAmpTM DNA Polymerase（Takara Bio.Co.，Siga，
Japan） 0.2 µl を混合し，目的の遺伝子ごとに設計した Forward Primer 0.75 µl， 
Reverse Primer 0.75 µl，cDNA 2 µl の計 15 µl の反応液を作製後，98℃ 2 分間の条
件下で cDNAを解離させたあと，98℃ 10秒，X℃ 15 秒，68℃ 2分を 35サイクル行い，
DNA を増幅した． 
 反応後，68℃ 5 分の条件で PCR 産物を安定化させ，15℃まで冷却した PCR 産物に
Roding Buffer（Takara）を混合し，ethidium bromide（NIPPON GENE，Tokyo，Japan）
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を添加した 1.5％（w/v）アガロースゲル（Nakarai tesque）を用い，TBE溶液中で 100 
V定電圧条件により電気泳動した． 
電気泳動後，紫外線照射により PCR産物を検出した． 
 
TLR2 および TLR4の蛍光免疫染色法 
 回収した精液を PBSで洗浄し，精漿を完全に除去後，PBSで 10倍希釈した．PBS で希
釈した精液をスライドガラスに塗沫し，室温で乾燥させた．サンプルを 4％（w/v）
paraformaldehyde/PBSで 30分間 4℃で固定した．PBSで 2回洗浄後，Vector 
M.O.M.immunodetection kit（Vector Laboratories Inc.）の Mouse Ig blocking reagent
で 1時間室温ブロッキングを行った．M.O.MTMProtein Concentrateで各一次抗体
（anti-TLR2 antibody，Mab mTLR2，InvivoGen, San Diego，CA，USA）），anti-TLR4 antibody
（Mab mTLR4/MD2，InvivoGen, San Diego，CA，USA）を 1:500で希釈した反応液と 4℃
で 12 時間反応させた．PBSで 3回洗浄後，FITC-conjyugated goat anti rat（mouse）
IgG 抗体（1:250，Sigma）と 1時間室温で反応させた．染色した部位に DAPIまたは PI
（Vecrashield with PI(DAPI)；Vector Laboratories Inc.）を一滴滴下し，カバーグ
ラスを被せ，マニュキュアで封入した．蛍光ブロックは G-2A（EX515-550）および DAPI
（EX370）を選択し，蛍光顕微鏡にて観察した． 
 
TLR2，TLR4の Western Blottingによる検出 
TLR2/4 のポジティブコントロールとしてヒト白血球を回収した．ヒト白血球は，真
空採血管で採血を行った後，Lymphoplep 溶液（コスモバイオ co.）を用いた密度勾配
遠心法にて回収した．回収した白血球をホモジナイズし，100µl の Whole cell lysis 
Buffer により懸濁し，氷上で 10 分間静置後，4℃，15,000 rpm，10 分間で遠心分離し
た．遠心後の上清を回収し，使用するまで-80℃で保存した．Whole cell extract Buffer
の組成は，100 mM NaCl（純正化学株式会社，Tokyo，Japan），100 mM Na4P2O7（Nakarai 
tesque），50 mM NAF（Sigma），0.1 mM Na3VO4（Sigma），1％Triton×100（Sigma），2.5 
mM HEPES（pH 7.5）（Sigma），10％ glycerol （Nakarai tesque），5 mM EDTA（Sigma），
5 mM EGTA（Sigma）である． 
 抽出した白血球タンパク質濃度は，DC Protein Assay Kit（Bio-Rad laboratories，
Hercules，CA，U.S.A.），NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した． 
 精子タンパク質は，精子をエッペンドルフチューブに回収し，100℃，5 分間加熱し
た１×SDS Sample Buffer を加え，ピペッティングにより懸濁し，精子懸濁液を作製し
た．懸濁後のサンプルを超音波破砕機（UD-200，TOMY，Tokyo，Japan）を用いて，4℃，
10 秒間の処理により DNAを断片化させた． 
 細胞溶解液中のタンパク質濃度を 10 mg/mlに調整後，等量の Laemmli sample buffer
（Laemmli，1970）を添加し，100℃，5分間煮沸した．精子サンプルについても同様に
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加熱処理を行った．煮沸した白血球タンパク質 10 µl および精子タンパク質 10 µl を
7.5％の Polyacrylamide gel を用いて 100 V，10 mA の条件下で分離した．用いた泳動
バッファーは 25 mM Tris（Nakarai tesque），192 mM Glysin（Nakarai tesque），0.1％
（w/v） Sodium dodecyl sulfate（Sigma）である．泳動したゲルを Polyvinylidene 
fluoride membrane（PVDF membrane，GE healthcare）に 100 mA，4℃の条件で 12時間
転写した．転写バッファーには 25 mM Tris，192 mM Glysine，10％（w/v） Methanol
（Nakarai tesque）を用いた． 
 転写した PVDF membraneは，5％（w/v）スキムミルク（森永乳業，Tokyo，Japan）を
溶解させた PBS（－）でブロッキングした．チロシン残基のリン酸化の検出においては，
5％（w/v）bovine serum albumin（BSA，Nakarai tesque）添加 TBS でブロッキングし
た． 
 2.5％（w/v）スキムミルクを溶解させた PBS-T（0.1％（w/v） Tween-20（Sigma）を
添加した PBS（－））もしくは 2.5％（w/v）BSAを溶解させた TBS-T（0.1％（w/v） Tween-20
（Sigma）を添加した TBS）に X倍に希釈した一次抗体を添加し，ブロッキング後の PVDF 
membraneと 4℃で一晩反応させた． 
一次抗体の希釈倍率は，anti-TLR2 antibody（1:1000，Cell Signaling Technology 
Inc.,Danvers，MA，USA）は 1：1000，anti-TLR4 antibody（IMGENEX，San Diego，CA，
U.S.A.）は 1：1000とした．非特異的に結合した抗体を除去する目的で，一次抗体と反
応させた PVDF membraneを TBS-Tで 2時間振揺させ洗浄した． 
洗浄した PVDF membraneを 1:2000に希釈した horseradish-peroxidase-labeled 
anti-rabbit IgG（GE Bioscience）を添加した 2.5%(w/v)スキムミルク添加 PBS-Tを用
いて 1.5時間室温で反応させた． 
非特異的に結合した抗体を除去するため，二次抗体と反応させた PVDF membraneを
PBS-T 中にて 1時間室温で振揺させた． 
HRP 活性の検出については，ECL detection system（GE Bioscience）を用いて行っ
た．まず，検出を行う前に冷暗室に保存してある ECL の試薬 Aと試薬 Bとを等量混合し
た．洗浄した PVDF membrane上に混合した ECL試薬を均一に広げて，温室条件で 5分間
反応させ，5分後，反応を停止させるために PVDF membraneを濾紙に挟んで反応液を除
去した．暗室で，X-ray Film（FujiFilm，Tokyo，Japan）をセットした Lightinig Plus
（岡本製作所）の上に反応液を除去した PVDF membraneを表が X-Ray Film側になるよ
うにセットし，1分間感光させた． 
 
アポトーシスの検出 
精子は terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling；TUNEL
法（In-SituCell Death Detection kit，Soche Diagnostics GmbH，Mannheim，Germany）
を用い，アポトーシス精子の検出を行った．スライドグラスに塗抹した精子は 4％(w/v) 
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paraformaldehyde，PBSで固定し，TUNEL反応液を加え，加湿環境下，37℃，60分間静
置した．蛍光染色を行った精子は落射蛍光顕微鏡を用いて観察を行い，精子 DNA 
fragmentationnを含む，アポトーシス精子を検出した． 
 
実験計画 
【実験１】ヒト精液中の細菌感染種の同定と精液所見との関係 
 実験１では，372症例の精液検査を行い，その細菌種を同定した．また，細菌感染の
有無と精液所見，精子の TUNEL陽性率との関連を検討した． 
 
【実験２】ヒト精漿中 LPS，ペプチドグリカン濃度の測定 
 実験２では，ヒト精液中に認められたグラム陽性菌から放出されるペプチドグリカン
の精漿中の濃度を SLPテストにて検出し，グラム陰性菌から放出される LPSの精漿中の
濃度をリムルステストにて検出した． 
 
【実験３】ヒト精子の TLR2(Tlr2)および TLR4(Tlr4)の発現と局在検出 
 実験３では，LPSに対する受容体である TLR4(Tlr4)とグラム陽性菌の膜構成成分であ
るポリペプチドの受容体である TLR2(Tlr2)のヒト精子における発現と局在を RT-PCR，
Western Blottingおよび Immunofluorescence法を用いて検出した． 
 
【実験４】ヒト精子における TLR2および TLR4の機能解析 
 実験４では，精漿を除去し，精子培養液にLPSあるいはTLR2のリガンドであるPam3Cys
を添加し，精子運動率と TUNEL陽性率についてそれぞれ検討した．また，LPS の活性を
中和する PMBを精子培養液に添加し，精子運動率と TUNEL陽性率について検討した． 
 
統計処理 
各実験の結果は，Statcel(The Useful Addin forms on Excel)を用いて統計分析を行
った．平均値の比較は，Fisherの最小有意差検定により判定し，5％水準で有意差を評
価した． 
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結果 
 
 
【実験１】細菌培養検査を行った 372症例の平均年齢は，37.78 歳であった．細菌培養
検査にて，細菌のコロニーが検出されたのは 119症例であり，そのうちグラム陽性菌が
検出されたのは 110症例，グラム陰性菌が検出されたのは 9症例であった．253症例で
は細菌は検出されなかった（表２-１）．検出された細菌のうち，グラム陽性菌では，
Streptcpccus sp., Staphylococcus sp., Enterococcus sp.が多く検出された．グラム
陰性菌では，Escherichia coli., Chryseobacterium, sp., Acinetobactor  sp.などが
検出された（表２-１）． 次に精液中の細菌の存在と精液所見との関連を明らかにする
ため，多くの症例で検出されたグラム陽性菌検出症例と菌が検出されなかった症例にお
いて，精液量，精子濃度，運動率，奇形率，白血球数，TUNEL陽性率を比較した．その
結果，精液量，精子濃度，運動率，奇形率において，細菌の有無による差は認められな
かった．しかし，白血球数は，グラム陽性菌検出症例において 0.8×106 cell/ml であ
り，細菌検出の無い症例の0.42×106 /mlと比較して有意に高い値を示した(P<0.05)（表
２-２）．さらに，TUNEL陽性率は，グラム陽性菌検出症例で 22.0%，であり，細菌が検
出されない症例の 13.4%と比較して有意に高い値を示した(P<0.05)（表２-２）．細菌が
検出された精液では，精子 DNAの断片化が進行している可能性が示された． 
 
【実験２】精液中には細菌が検出される症例が多く認められたことから，グラム陽性菌
の内毒素であるペプチドグリカン，グラム陰性菌の内毒素である LPS に着目し，それぞ
れの濃度を検出した．ペプチドグリカンは SLPテスト，LPS はリムルステストにて検出
を行った．結果，細菌検出の有無に関わらずそれぞれの内毒素が検出され，両内毒素が
検出される症例も存在した．その濃度は，ペプチドグリカンが 3.265+/-1.694 pg/mlで
あり，LPSは 1.275+/-0.931 pg/mlであった（表２-３）．それぞれの内毒素濃度には症
例間でばらつきが認められた．内毒素濃度が高い症例においては，内毒素が直接精子に
悪影響を与える可能性が考えられた． 
【実験３】マクロファージなどの免疫担当細胞において，細胞膜に発現する TLR2 はペ
プチドグリカンを認識し，TLR4は LPSを認識することから，ヒト精子における TLR2お
よび TLR4の発現を検討した．RT-PCR および Western blottingによりヒト精子におい
て，TLR2および TLR4は遺伝子，タンパク質レベルで発現していることが明らかになっ
た（図２-１A,B）．さらに免疫蛍光染色法の結果から，精子先体部に強く局在している
ことが示された（図２-１C）．これらの結果から，精漿中の内毒素を精子上に存在する
TLR2/4 が直接認識する可能性が示唆された． 
【実験４】実験３において，精子には TLR2および TLR4 が発現していることが明らかと
なったことから，精子が合成ペプチドグリカンである Pam3Cysあるいは LPSに対する応
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答について検討した．Pam3Cys あるいは LPS 添加培養液で精子を 6 時間培養した結果，
精子運動率はコントロールの無添加培養液と比較して有意に低下した（図２-２A）．さ
らに，24時間培養後の TUNEL陽性率はコントロールと比較して有意に上昇した（図２-
２B）． 
 さらに LPS濃度が比較的高い症例に，LPS活性を中和する PMBを添加し，精子に与え
る影響を検討した．PMB添加区では，無添加区と比較して 6時間後の精子運動率の低下
が有意に抑制され（図２-２C），24時間培養後の TUNEL 陽性率は有意に低下した（図２
-２D）． 
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考察 
 
 
 男性生殖器の細菌感染は不妊原因となると報告されている（Eley et al.,2005 ;  
Ochsendolf et al.,2008 ; Moretti et al.,2009）．本章実験１において，精液中に 
細菌が検出される症例が認められ，検出された細菌の多くが Streptcpccus sp.,  
Staphylococcus sp., Enterococcus sp.などのグラム陽性菌であった．症例数は少なか
ったが，グラム陰性菌も Escherichia coli., Chryseobacterium, sp.,Acinetobactor sp.
などが検出された．グラム陽性菌検出症例では細菌が検出されなかった症例と比較して，
精子の TUNEL陽性率が有意に高くなることが認められた． 
グラム陽性菌は，溶菌時に細胞膜成分のペプチドグリカンを放出し，これが毒素とし
て作用することが知られている（Lefrancier et al.,1967 ; Kengatharan et al.,1998）．
そこで，本章実験２において，グラム陽性菌由来のペプチドグリカンを SLPテストで測
定した．その結果，血漿中濃度よりも有意に高く検出され，症例によってはかなり高濃
度に検出されるものが存在した．また，グラム陰性菌はヒト精液中に検出される症例は
少なかったが，その内毒素である LPS は，グラム陽性菌においても放出するものがある
との報告がある（Ginsburg et al.,2002）．このことから，ヒト精漿中の LPS 濃度をリ
ムルステストにて測定した結果，ペプチドグリカンと同様に症例によってはかなり高濃
度に検出された．細菌培養検査による細菌の検出限界以下であっても，内毒素が検出さ
れたことから，細菌フリーと診断されている検体においても精子が内毒素の悪影響を受
けている可能性が示された． 
これらの精液中に検出されたペプチドグリカンや LPS は，TLR2 あるいは TLR4 を刺激
することが免疫細胞で知られている（Tsan et al.,2004 ; Fournier and Philpott,2005）．
さらに，卵丘細胞，血管内皮細胞，胚上皮細胞，子宮上皮細胞などにおいてもそれらが
発現することが明らかになっている(Mori et al.,2003 ; Shimada et al.,2006)．そこ
で，RT-PCR法と western blotting法および免疫染色を行い，ヒト精子でのこれらの受
容体の発現を検討した．その結果，TLR2および TLR4がヒト精子に発現し，それらが先
体部に局在していることが示された．ヒト精子において，Chlamydia trachomatis由来
である LPS添加培地での培養は，精子の運動性を低下させ，精子 DNAの断片化率を上昇
させることが報告されている（Eley et al.,2005）．そこで，精漿中の細菌性内毒素が
精子へ与える影響を明らかにするため，本章実験４において，細菌フリーの精液を用い
て，ペプチドグリカンの合成リガンドである Pam3cysあるいは LPS添加培地で精子を培
養し，精子の運動性と TUNEL陽性率の検出を行った．これらの処理は，精子の運動性を
低下させ，TUNEL陽性率を上昇させた．精漿中には細菌から放出される内毒素が存在し，
その内毒素は，精子上に存在する受容体により認識され，精子の運動性の低下や精子
DNAの断片化を誘起する一因となっていることが示された．これらの添加実験において，
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精子運動性を低下させ，TUNEL陽性率を上昇させた内毒素濃度は，血清中の濃度と比較
して高濃度である．しかしヒト精漿中には可溶性の sCD14（soluble CD14 α，β）が
存在することや（Harris et al.,2001），lipopolysaccharide-binding protein（LBP）
が精漿中のプロスタソームに存在していることが報告されている（Malm et al.,2005）．
これらの sCD14および LBPは共に LPSに強く結合し，その活性を変化させる．リムルス
テストでは複合体である LPS-sCD14および LPS-LBP は検出できず，遊離 LPS のみ検出し
ていることから，今回の検出値以上の LPSがヒト精漿中には存在しているものと推察さ
れる．このことから，本研究で実施した細菌検出条件では，コロニーが形成されないよ
うな極めて少数の細菌存在条件において，培養液に含まれている溶菌性の抗生物質が放
出する内毒素を高感度で検知できると考えられ，内毒素濃度測定は，精子の性状を判定
する有効な測定項目であることが示唆された． 
精漿中には細菌が放出する内毒素が検出され，それら内毒素は精子の機能性を低下さ
せることが示されたことから，ヒト精子処理過程において内毒素を不活化する必要があ
ると考えられる．そこで LPSの中和剤である PMB添加培地で処理を行った結果，LPSに
起因する精子の運動性低下と TUNEL陽性率の上昇が抑制された．ブタ精子においても，
細菌が混入している症例において，PMBとペニシリンＧとの複合処理によって，長期保
存での精子の運動性が維持されることが報告されている（Okazaki et al.,2010）．この
ことから，LPSの毒性を中和することにより，精子上の TLR4の認識による精子機能性
低下が抑制されたと考えられる．しかし，ヒト精液中にはグラム陽性菌の混入が多く認
められるが，この内毒素であるペプチドグリカンの中和剤は存在しないため，内毒素が
存在する精漿を除去し，速やかに精子を分離することが必要であると考えられる． 
さらに，TLRsは，LPSや Pam3cysを認識し，活性化すると，細胞内の Ca2+を増加させ
ることが知られている（Chun and Prince,2006）．このため，精漿中の内毒素を認識し
た精子の TLRsが，精子内に急激な Ca2+の増加をもたらすと考えられる．精子内に Ca2+
が取り込まれることにより，精子膜の変化に伴う自発的な受精能獲得や先体反応を誘起
し，生存の持続時間が短縮され，アポトーシスを引き起こすことが報告されている
（Mishra et al.,2006）．したがって，LPS や Pam3Cysによる TLRを介した精子の運動
性の低下は，アポトーシスに加え，Ca2+放出による精子のネクローシスも関与している
可能性が考えられる． 
以上の結果から，①ヒト精液中にはグラム陽性菌，陰性菌が混入しており，細菌の混
入は精子 DNAの断片化率を増加させること，②ヒト精漿中にはペプチドグリカンや LPS
が検出されること，③ヒト精子はペプチドグリカンや LPSを認識する TLR2および TLR4
が発現しており，精子の先体部に局在していること，④LPS，Pam3Cysは TLRを介して
精子 DNAの断片化を誘起し，精子の運動率を低下させているという，ヒト精子における
初期免疫応答が明らかとなった． 
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要約 
 
 
 生殖器の細菌感染は男性不妊因子の一つである．細菌混入により白血球が集積し，白
血球に発現している TLR2 および TLR4 が細菌から放出される内毒素を認識すると，
サイトカインやケモカインを分泌する．サイトカインの一種である TNF-αの分泌は，
細胞膜表面の Type1-TNFαと結合することにより，アポトーシスを誘起する．このよ
うに，精液中の細菌感染による精子機能性の低下は，自然免疫応答によって誘起されて
いる．しかし，精液中の細菌感染と白血球数には関連が認められない症例もあることか
ら，精液中の細菌混入が精子運動性を直接低下させることも考えられる．また，精子に
は，走化性に関与するケモカインレセプターが発現しており，免疫細胞様の機能を有す
ることが明らかとなっている．これらのことから，ヒト精子には精液中に混入している
内毒素を直接認識する可能性が考えられたことから，ヒト精子における TLRs の発現と
機能について検討した． 
 まず，ヒト精液中に混入している細菌種の同定と，内毒素濃度の測定を行った．その
結果，精液中には細菌が混入している症例が認められ，その多くはグラム陽性菌であっ
た．さらに，グラム陽性菌が混入している症例では，細菌が認められない症例と比較し
て TUNEL陽性率が有意に高い値を示した（P<0.05）．また，精液中の内毒素濃度を測定
した実験２では，精漿中には血清中と比較して高濃度にペプチドグリカンや LPS が存在
していることが示された．実験３では，ヒト精子に TLR2 および TLR4 の発現を認めた．
これらのことから，実験４では，内毒素の刺激による精子の TLR2および TLR4 の作用を
検討した．精子をペプチドグリカンの合成リガンドである Pam3Cysあるいは LPS 添加培
養液で培養し，運動率と TUNEL 陽性率の測定を行った．その結果，Pam3Cys，LPS 添加
処理において，運動率は有意に低下して TUNEL 陽性率は有意に増加した．さらに，LPS
が精漿中に比較的高い値の症例に対し，LPSの中和剤である PMB処理を行うと，運動率
の低下と TUNEL陽性率の増加が抑制された． 
 これらのことから，精漿中には細菌が混入しており，さらに細菌から放出される内毒
素が存在している．精子にはこれらの内毒素を認識する TLR2および TLR4が発現し，精
子が直接内毒素を認識することによって精子運動性や精子 DNA の断片化に対して負の
影響を与えていることが示された． 
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第三章 
TLR2 および TLR4 遺伝子欠損マウスを用いた精子に発現する TLRs の機能解析 
 
 
序論 
 
 
 第二章により，ヒト精液にはグラム陽性菌やグラム陰性菌が混入していること，細菌
から放出される内毒素が高濃度検出される症例があることが示された．さらに，ヒト精
子は内毒素を認識する TLR2および TLR4を発現しており，精液中に TLR2あるいは TLR4
のリガンドである Pam3Cysや LPSを添加すると，精子運動性が低下し，精子 DNA の断片
化が誘起されることが明らかとなった．これらのことから，精液中のペプチドグリカン
や LPS は，ヒト精子に発現する TLR2および TLR4を介して精子の機能性に影響を及ぼす
ことが示唆された．しかし，ヒト精子は射出直後からすでに内毒素が存在する精槳に曝
された状態であるため，添加実験を行う前に精子が精槳中の内毒素の影響を受けてしま
っている可能性がある．したがって，内毒素が存在する精槳に曝される前の精巣上体精
子を用いて検討する必要がある． 
添加実験に用いた LPSの精製法は，グラム陰性菌を溶出し，タンパク質や核酸などの
菌体由来の不純物を温水フェノール法で除去した後，超遠心や核酸分解酵素，タンパク
質分解酵素などの各種分解酵素を用いて不純物を除去している（Darveau et al.,1983 ; 
Eidhin et al.,1993）．しかし，超遠心処理では精製率が低く，各種タンパク質分解酵
素処理法では，その酵素が残留するなど，抽出法によって純度が異なることが知られて
いる（Darveau et al.,1983 ; Eidhin et al.,1993）．一方，TLR2 のリガンドとして用
いた Pam3Cysは合成ペプチドであることから，LPSで懸念されるコンタミネーションの
可能性は排除される．しかし，生理的なリガンドであるペプチドグリカン自身ではない
ことから，精子 TLR2 の機能解析として，その特異性について確認する必要がある．し
たがって，精子に発現する TLR2および TLR4の特異的な機能を明確にするためには，精
巣上体精子を用いることのみでなく，TLR2 や TLR4 の機能を欠損させた精子を用いて，
リガンド添加実験および，細菌存在下での培養実験を行う必要がある． 
マウスにおいて，γ線に媒精前の精子を曝露させると，精子 DNA の断片化は増加し，
受精率には差は認められないが，胚盤胞発生率と受胎率が低下すると報告されている
（Ahmadi et al.,1999）．また，ヒトの人工授精では，精子 DNA の断片化が高頻度に起
こっている症例の妊娠率は低い（Bungum et al.,2007）．このようなことから，精子が
高頻度に DNA断片化を起こしている症例では，精子の受精能あるいは受精後の胚におけ
る雄ゲノムの不健性に伴う発生能の低下が引き起こされている可能性が考えられる． 
これらのことから，本章では，精巣上体精子を容易に利用可能であり，体内および体
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外での受精試験も容易で，かつ各 TLR の遺伝子欠損個体が利用可能なマウスを用いて，
精子に存在する TLRs の詳細な作用機序の解明と，受精・発生能に与える影響を明らか
にすることを目的とした．実験１では，マウス精子における TLR2(Tlr2)，および
TLR4(Tlr4)の発現と局在を，Westernblotting および immunofluorescence 法を用いて
検出した．実験２では，細菌感染フリーのマウス精巣上体精子を用い，LPS もしく
Pam3Cys を添加し，精子の運動性と TUNEL 陽性率による精子 DNA の断片化を検出した．
さらに，Tlr2 ノックアウトマウス，Tlr４ノックアウトマウス，Tlr2;Tlr4 ダブルノッ
クアウトマウスの精巣上体精子を用いて同様の添加実験を行い，精子の機能性に果たす
TLR2 および TLR4 の役割の解明を試みた．実験３では，Tlr4 ノックアウトマウス，
Tlr2;Tlr4ダブルノックアウトマウスの精巣上体精子を用いて LPSもしくは Pam3Cys添
加培地で前処理した後に体外受精を行い，TLR2 および TLR4で細菌内毒素を認識した精
子の受精能を検討した．実験４では，細菌混入下で培養した精子を用いて人工授精を行
った．細菌が混入していないコントロール群と，細菌混入であり PMB 処理を行った群と
の受精率を比較し，体内における受精能を検討した． 
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材料および方法 
 
 
RNA 抽出および RNA濃度測定，逆転写反応，TLR2 および TLR4の蛍光免疫染色法，アポ
トーシスの検出は第二章と同様に行った． 
 
マウスの飼育法および精子サンプルの回収 
 実験には ICR系統のマウスを用いた．マウスは日照時間（点灯 14時間，消灯 10時間）
および気温（23℃）が管理された SPF環境下で飼育し，給餌およびその動物の取り扱い
は広島大学の実験動物指針に従った． 
 8週齢 ICR系統雄マウスから左右の精巣上体尾部を体外受精培地 500 μl 中に取り出
し，26G針を用いて精巣上体尾部を切開し，精巣上体精子を培地内に放出させた． 
体外受精培地には mHTF 培地を使用し，37℃，5％CO2，飽和水蒸気条件下で一晩静置さ
せたものを使用した．mHTF の組成は以下の通りである．10.16 mM NaCl（純正化学株式
会社，Tokyo，Japan），4.69 mM KCl（Sigma，St. Luis，MO，U.S.A.），5.14 mM CaCl2・
2H2O（Sigma），0.4mM KH2PO4（Sigma），0.2 mM MgSO4・7H2O（片山化学工業，Osaka，Japan），
8.401 mM NaHCO3（Nakarai tesque，Kyoto，Japan），2.77 mM glucose（Sigma），0.13 mM 
Na lactate（Sigma），0.34 mM pyruvic acid（Sigma），0.006％（w/v）penicillin G
（Sigma），0.005％（w/v）streptomycin（Sigma），0.4％（w/v）bovine serum albumin
（Sigma），phenol red（Merck，Whitehouse Station，NJ，U.S.A.）． 
  
精子運動性の測定，培養 
 8 週齢 ICR 系統雄マウスの精巣上体尾部を回収後，4 well dish（NUNC，Rochester，
NY，U.S.A.）を用いて mHTF 培地 500µl 中に精巣上体精子を放出させ，最終濃度 1×108 
sperm/mlの濃度になるように mHTF培地で希釈した．37℃，5％CO2，飽和水蒸気条件下
で培養を行った．精子運動性の測定については目視による観察を行い，培養 3時間後ま
で計測した． 
 マウス精巣上体精子は 100 ng/mlの LPS もしくは，10 µg/mlの Pam3Cysを培養液に
加え，培養を行い，培養 3時間後の運動率と，6時間後の TUNEL陽性率，caspase3活性
の測定による精子 DNAの断片化の検出を行った．TLR4 の合成リガンドである LPSは
Escherichia Coli 0111:B4由来の LPS（L4391，Sigma，St Louis MO，USA）を，TLR2
のリガンドであるポリペプチドは，その合成化合物である Pam3Cys-Sr-(LYS)4i
（Pam3Cys；Calbiochem，Los Angels，CA，USA）を mHTFで溶解し，-20℃に保存したも
のを使用した． 
 
TLR2，TLR4,Caspase3の Western Blotting法 
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TLR2 および TLR4のポジティブコントロールとして脾臓を回収した．回収した脾臓を
ホモジナイズし，100µl の Whole cell lysis Buffer により懸濁し，氷上で 10 分間静
置後，4℃，15,000 rpm，10分間で遠心分離した．遠心後の上清を回収し，使用するま
で－80℃で保存した．Whole cell extract Buffer の組成は，100 mM NaCl（純正化学
株式会社，Tokyo，Japan），100 mM Na4P2O7（Nakarai tesque），50 mM NAF（Sigma），
0.1 mM Na3VO4（Sigma），1％Triton×100（Sigma），2.5 mM HEPES（pH 7.5）（Sigma），
10％ glycerol （Nakarai tesque），5 mM EDTA（Sigma），5 mM EGTA（Sigma）である． 
 抽出した脾臓タンパク質濃度は，DC Protein Assay Kit（Bio-Rad laboratories，
Hercules，CA，U.S.A.），NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した． 
 精巣上体精子タンパク質は，以下の手順で回収した．精巣上体より 4 well dishに回
収した精巣上体精子もしくはリガンド処理後の精巣上体精子をエッペンドルフチュー
ブに回収し，100℃，5分間加熱した１×SDS Sample Buffer を加え，ピペッティングに
より懸濁し，精子懸濁液を作製した．懸濁後のサンプルを超音波破砕機（UD-200，TOMY，
Tokyo，Japan）を用いて，4℃，10秒間の処理により DNAを断片化させた． 
 細胞溶解液中のタンパク質濃度を 10 mg/mlに調整後，等量の Laemmli sample buffer
（Laemmli，1970）を添加し，100℃，5分間煮沸した．精子サンプルについても同様に
加熱処理を行った．煮沸した脾臓タンパク質 10 μl および精子タンパク質 10 μl を
7.5％の Polyacrylamide gel を用いて 100 V，10 mAの条件下で分離した． 
以下第二章と同様の手順で行った． 
一次抗体の希釈倍率は，anti-TLR2 antibody（1:1000，Cell Signaling Technology 
Inc.,Danvers，MA，USA）は 1：1000，anti-TLR4 antibody（IMGENEX，San Diego，CA，
U.S.A.）は 1：1000，anti-cleavaged caspase 3（Asp175）(1:1000，Cell signaling 
Technology Inc.,Danvers，MA，USA)，β-actin（Sigma）は 1：10000とした．  
 
マウスの体外受精 
 体外受精に用いる卵子は，C57BL/6系統の未成熟メスマウスに過排卵処理を行い，卵
丘細胞卵子複合体（cumulus-oocyte complex ; COC）を回収することにより成熟卵を得
た．過排卵刺激は，23 日齢時に 4 IU の Equine chorionic gonadotrophine ; eCG（ア
スカ製薬株式会社）を腹腔内投与することにより，複数の卵胞の発育を促した．eCG投
与 48 時間後，5 IU の Human chorionic gonadotrophine ; hCG（アスカ製薬株式会社）
を腹腔内投与し，その 16 時間後に卵管から COC を回収した．回収した COC は，150 µl
の HTF 培地中で培養を行った．体外受精用の培地には，37℃，5％CO2，飽和水蒸気条件
下で一晩静置させた HTF 培地を使用した．回収した精子を 60 分間，前培養を行い，受
精能の獲得を誘起した．この間に，Pam3Cys，LPSの処理群は 10 µg/ml の Pam3Cys，100 
ng/ml の LPSをそれぞれを培地中に添加し処理を行った．培養後，精子は媒精用の培養
液中に最終数が 1000 個/ µl になるよう調整を行い，COC との媒精に用いた．媒精 12
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時間後に顕微鏡下で前核の有無により受精の確認を行った． 
 
マウスの人工授精 
人工授精に用いるマウスは，ICR系統の 8週齢成熟メスマウスに体外受精時と同様に
過排卵処理を行った．精子は回収後，細菌処理群では大腸菌との共培養を行い，60分
間の前培養を行った．メスマウスに hCG投与 12時間後に子宮内に精子の注入を行い，
受精率の測定を行った．さらに，LPS の中和剤である 100 µg/mlの polymyxin B（PMB）
を人工授精に用いる精子の培養液に加え，培養を行い，受精率の測定を行った．PMBも
第二章と同様に，Sigmaから購入したものを mHTFで希釈し，-20℃で保存したものを使
用した． 
 
ノックアウトマウス 
 Tlr2-/-マウス（Takeuchi et al., 1999），Tlr4-/-マウス（Hoshino et al., 1999）は，
６世代交雑させて C57BL/6マウスから得た．これらのマウスは日照時間（点灯 12時間，
消灯 12 時間）および気温（23℃）が管理された SPF 環境下で飼育し，給餌およびその
動物の取り扱いは Baylor College of Medicineの実験動物飼育指針に従った． 
 
実験計画 
【実験１】マウス精子の TLR2(Tlr2)および TLR4(Tlr4)の発現と局在 
実験１では，LPSに対する受容体である TLR4(Tlr4)とグラム陽性菌の膜構成成分であ
るポリペプチドの受容体である TLR2(Tlr2)のマウス精子における発現と局在を
Western Blottingおよび Immunofluorescence法を用いて検出した． 
 
【実験２】マウス精子の TLR2および TLR4の細菌感染に対する特異的機能 
 実験２では，SPFマウス精液の精漿を除去し，精子培養液に LPSあるいは TLR2 のリ
ガンドである Pam3Cysを添加し，精子運動率と精子 DNA の断片化についてそれぞれ検討
した．さらに Tlr２-/-，Tlr4-/-および Tlr2-/-;Tlr4-/-マウスを用いて同様の添加実験を行
い，それぞれのリガンドに対する精子運動率と精子 DNA の断片化を検討した．精子 DNA
の断片化の検出は，TUNEL 陽性率と caspase3活性を検出することにより行った． 
 
【実験３】マウス精子の TLR2および TLR4の細菌感染に対する受精能への影響 
実験３では，SPFマウス精液の精漿を除去し，精子培養液に LPSあるいは TLR2 のリ
ガンドである Pam3Cysを添加し，体外受精による受精率についてそれぞれ検討した．さ
らに Tlr4-/-および Tlr2-/-;Tlr4-/-マウスを用いて同様に添加実験を行い，それぞれのリ
ガンドに対する受精能への影響を検討した． 
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【実験４】マウス精子における細菌混入と体内受精能への影響 
 実験４では，SPFマウス精液の精漿を除去し，精子培養液と細菌を供培養することに
より，細菌混入下での体内受精による受精率について検討した．さらに精子培養液と細
菌の供培養と同時に LPSの中和剤である PMB にて処理を行うことにより，受精能への影
響を検討した． 
 
統計処理 
 各実験の結果を Statistical Analysis System Package(SAS Institute Inc．，
Cary,NC,USA)を用いて統計分析を行った．それぞれの症例において試験を３回以上繰り
返し，統計処理に際してパーセントで示した値を，arc-sinで変換後，一次元 ANOVA を
行った．平均値の比較は，Fisher の最小有意差検定により判定し，5%水準で有意差を
評価した． 
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結果 
 
 
【実験１】 
Western blotting によりヒト精子と同様にマウス精子においても TLR2 および TLR4
が発現していることが明らかになった（図３-１A）．さらに免疫蛍光染色法の結果から，
精子先体部に局在していることが示された（図３-１B）． 
 
【実験２】 
 実験１において，マウス精子には TLR2および TLR4 が発現していることが明らかとな
ったことから，精子が Pam3Cysあるいは LPSの刺激に対する応答について検討を行った．
野生型マウスの精子を Pam3Cysあるいは LPS 添加培養液で 3時間培養した結果，精子運
動率はコントロールの無添加培養液と比較して有意に低下した（図３-２A）．Pam3Cys
あるいは LPS添加培養液で精子を 6時間培養すると，TUNEL陽性率はコントロールと比
較して有意に上昇し（図３-２B），caspase3 の活性化も認められた（図３-２C）．この
ことから，精子は精漿中の内毒素を，TLR2および TLR4 により直接認識することにより
精子 DNAの断片化と運動性の低下が認められたと考えられる． 
さらに，Tlr２-/-，Tlr 4-/-および Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスを用いて同様の添加実験を
行った．Pam3Cysあるいは LPS添加培養液で精子を 6時間培養した結果，Tlr２-/-マウ
スでは Pam3Cys添加による，Tlr4-/-マウスでは LPS添加による運動性の低下は認められ
ず，Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスでは，Pam3Cysあるいは LPS 添加による運動性の低下は認め
られなかった（図３-２A）．さらに同様の添加処理区で 6時間後の TUNEL陽性率を比較
したところ，Tlr２-/-マウスでは Pam3Cys添加による，Tlr4-/-マウスでは LPS 添加によ
る TUNEL陽性率の増加は認められず，Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスでは，Pam3Cysあるいは
LPS 添加による TUNEL陽性率の増加は認められなかった（図３-２B）．このことから，
TLR2 存在下では，Pam3Cysの刺激により，TLR4存在下では，LPSの刺激によりそれぞれ
の TLRs が活性化することにより，精子 DNA の断片化と，運動率の低下が示された。 
 
【実験３】 
 Tlr 4-/-および Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスを用いて Pam3Cysあるいは LPS添加培養液で培
養した精子を用いた体外受精を行い，受精能に対する影響を検討した．野生型マウスで
は，Pam3Cysあるいは LPS添加区において受精率が有意に低下した．しかし，Tlr4-/-マ
ウスの LPS添加による受精率の低下は認められず，Tlr２-/-，Tlr 4-/-マウスでは，Pam3Cys
あるいは LPS添加による受精率の低下は認められなかった（図３-３）．  
 
【実験４】 
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 実験３において，精子が内毒素を感知することによる体外での受精能の低下が明らか
となったことから，高濃度に細菌が混入している精液を用いた人工授精によって，体内
での受精能に対する影響を検討した．マウス精巣上体精子を不活化した大腸菌と共培養
し，外科的人工授精に用いた．精液中の細菌濃度が増加するにつれ，コントロールの細
菌混入のない精液と比較して人工授精での受精率が有意に低下した．さらに，細菌濃度
1×106個/ml の受精率が有意に低下した症例の精液を大腸菌の供培養と同時に PMB 処理
を行うと，受精率の低下が抑制された（図３-４）． 
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考察 
 
 
本論文第二章において，ヒト精子には TLR2および TLR4 が発現しており，細菌が放出
する内毒素を認識すると，精子の運動性が低下すること，および精子 DNAの断片化が増
加することを示した．そこで，その詳細な作用機序と受精への直接的な影響を明らかに
するため，マウスをモデルとした基礎的検討を行った． 
まず，マウス精子にも TLR2および TLR4が発現し，それらが先体部に局在しているこ
とが示された．また，詳細な機能性を検討するため，TLR2および TLR4 欠損マウス精巣
上体精子を用い，Pam3CysやLPSの添加処理での精子運動率とTUNEL陽性率を検討した．
その結果，TLR2および TLR4はそれぞれのリガンドを特異的に認識して，運動性の低下
と精子 DNAの断片化を誘起していることが明らかとなった．マクロファージや白血球な
どの免疫細胞に発現する TLRs は細菌の内毒素などにより活性化されるとアポトーシス
を誘起する．この TLRsの機能は，MYD88を介して nuclear factor kappa B（NF-kB）を
活性化させ，その標的因子である TNF-αの分泌を誘導し，それが caspase3を活性化す
ることで，アポトーシスが引き起こされる（Agarwal et al.,2003）．また，TNF-αの分
泌を介さずに直接的に精子 DNA の断片化を誘起する仕組みも存在する（Aliprantis et 
al.,1999）．ヒト精子において，高濃度の Pam3Cys もしくは LPS 処理により，caspase3
の活性化が認められた．これらのことから，精子に発現する TLR2および TLR4 は，マク
ロファージなどの免疫細胞と同様のシグナル伝達系を活性化し，精子 DNAの断片化を誘
起していることが推測された．このような TLR4 のシグナル伝達経路として，TNF-α 
associated death domain protein （TRADD），TLR2には Fas-associated death domain 
protein（FADD）の存在がある（Aliprantis et al.,1999）．免疫細胞において TRADDは
アポトーシスの誘起に必須であり，これが欠損しているマウスでは，TNF-αもしくは
TLR4 のリガンドのどちらの刺激に対しても，アポトーシスが起こらないことが報告さ
れている（Ermolaeva et al.,2008）．精子は，TNF-αの添加により DNA の断片化を誘起
すること，一方，精子の TNF-αの分泌に関する報告はないことから，精子に発現する
TLR2および TLR4においても，このような免疫細胞と同様な経路により直接的に精子 DNA
の断片化が誘起されると推測される． 
また，本章実験３では，Pam3Cysもしくは LPS処理における，TLR2および TLR4 ノッ
クアウトマウス精巣上体精子を用いた体外受精での受精率を検討した．その結果，TLR2
あるいは TLR4のリガンドで処理した精子の受精率が，それぞれの受容体依存的に低下
した．ブタ精子において，LPSの中和剤である PMBで処理を行うと精子の細胞膜や先体
の正常性が高く維持され，受精率が上昇することが報告されている（Okazaki et 
al.,2010）．マウス精子において，凍結・融解により精子の先体が損傷し，その結果受
精能が低下すること，その低下は，透明体除去卵との媒精では回復することが示されて
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いる．ブタ精子を LPSで処理すると先体損傷が引き起こされると報告されていること，
マウス精子でも TLR7のリガンド刺激により先体損傷が高率で認められることから
（Fang et al.,2010)，細菌性内毒素による精子受精能の低下は，先体損傷による透明
帯の侵入能の低下による可能性が考えられる．精子膜の損傷は，精子内 Ca2+が急激に増
加し，精子膜に変化が起こることで誘起されているとの報告がある（Chun end 
Prince,2006 ; Mihara et al.,2010）．TLRsの下流においても，Ca2+上昇が生じ，それ
により続発性の開烈が生じる可能性も示されていることから，内毒素による精子受精能
の低下は，精子 TLRsが内毒素を認識，活性化すると Ca2+により先体膜が損傷するのか
もしれない．実験４では，細菌と共培養した精液を用いた人工授精を行い，受精能の検
討を行った．その結果，高濃度の細菌処理によって体内での受精能が低下することが示
された．この受精率の低下は体外受精でのそれと比較して著しいものであり，10％程度
しか受精が認められなかった．体外受精においては，一度囲卵腔に進入し先体反応を起
こした精子であってもその精子を回収し，他の卵周囲に移動させると新たな卵に受精す
ると報告されている（Inoue et al.,2011）．すなわち，先体損傷した精子であっても体
外では受精し得るのに対して，体内では機能，形態が正常な精子のみ受精可能であると
いうことである． 
体内の受精では，精子先体部が正常であることが子宮卵管狭部における精子の維持に
必須である．この上皮細胞と先体部の糖鎖を介して結合した精子が受精のために卵へと
ケモタキシスによって誘因される(Shimada et al.,2006 ; Tamba et al.,2008)．この
精子選択は，受精卵の正常生の維持に必要であると推測される．本実験で示されたよう
に，体外受精では受精率は低下するものの，細菌性内毒素により刺激された精子も受精
可能であった．この精子は，先体損傷とともに精子 DNA の断片化も引き起こされている．
精子 DNAの断片化が起こることにより，この受精卵では精子由来のゲノムが不安定化し
ていることとなる．精子由来の父性遺伝子は，4-8細胞期から発現を開始し，胎盤形成
を司ることが知られている(Ito et al.,1988)．これらのことから，精子は内毒素に刺
激されると，DNAに断片化が生じる．この不安定化したゲノムにより受精卵が異常を呈
することを回避するために，先体損傷を同時に引き起こすという TLRs 下流の２つの経
路を持っていると考えられる．しかし，体外受精，特に ICSIにおいては，このような
自然選択は生じにくくなっており，細菌性内毒素により DNAが断片化しつつある精子で
あっても受精しうる．Borini et al.(2006)は，TUNEL陽性率が高い症例では ICSIによ
る受精率は高いが，妊娠率が有意に低下し，流産率が有意に上昇することを報告してい
る．したがって，体外受精および ICSI における流産率の高さに，TLR系が負の影響を
及ぼしていることが推測された． 
以上の結果から，①ヒト精子はペプチドグリカンや LPS を認識する TLR2および TLR4
が発現しており，精子の先体部に局在していること，②精子上の TLR2/TLR4はそれぞれ
のリガンドを特異的に認識し，精子 DNA の断片化を誘起，精子の運動率を低下させてい
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ること，③TLRs を介した精子への負の影響は体外や体内での受精能を低下させること
が示され，マウス精子による初期免疫応答とそれに伴う受精能への影響が明らかとなっ
た．このことから，次章では，マウスと同様に TLR2/4 の発現が認められたヒト精子に
おいて，内毒素による受精能，さらにその後の胚発生，着床能への影響を検討するとと
もに，ARTに用いる精子へ内毒素の影響を抑えるための処理法の検討を行った． 
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要約 
 
 
 第二章より，ヒト精子に発現する TLR2および TLR4 を介して，精子の機能性に影響を
及ぼすことが示唆された．しかし，ヒト射精精子では射精直後からすでに内毒素の影響
にさらされている状態であることから，細菌感染フリーの精巣上体マウス精子を用いた
Pam3Cys および LPS の添加実験を行った．また，TLR2 および TLR4 の作用機序と精子の
機能性や受精能に与える影響を検討するため，TLR2および TLR4ノックアウトマウスを
用いて検討を行った． 
 本章実験１において，マウス精子の TLR2および TLR4 の発現を確認したことから，実
験２において Pam3Cysあるいは LPS添加培養液で培養を行い，精子運動率とアポトーシ
ス率を検討した．その結果，野生型マウス精子では，Pam3Cysおよび LPS処理によって
精子運動率の低下と TUNEL陽性率の増加が認められたが，TLR2-/-マウスでは Pam3Cys処
理，TLR4-/-マウスでは LPS 処理による負の影響は認められなかった．さらに，
TLR2-/-;TLR4-/-マウスでは Pam3Cysおよび LPS処理による負の影響は認められなかった．
精子に対する負の影響は TLR2および TLR4が特異的に内毒素を認識することによって起
こることが示されたことから，体外受精での精子受精能に対する影響を検討した．その
結果，野生型マウス精子の Pam3Cys および LPS 処理による受精率は有意に低下したが，
TLR2-/-;TLR4-/-マウスでの低下は認められなかった．これらのことから，TLR2および TLR4
が特異的に内毒素を認識することによって起こる精子機能性の低下は，体外受精での受
精率にも影響を及ぼすことが示された．また，実験４では，精子を高濃度の細菌と共培
養した後，人工授精に用いると，人工授精による受精率の低下が認められたことから，
精子に対する細菌や細菌から放出される内毒素による負の影響は，体内での受精にも影
響を与えることが明らかとなった． 
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第四章 
ヒト精液中の細菌感染と内毒素の ART への影響と， 
内毒素の影響を抑制する精液処理法の開発 
 
 
序論 
 
 
 第三章により，マウス精子には TLR2 および TLR4が発現し，それぞれのリガンドを特
異的に認識することによって，精子の機能性および受精能に影響を与えることが明らか
となった．このことから，精液中の細菌は，免疫細胞を集積させ，それが分泌するサイ
トカインを介した間接的な影響だけでなく，細菌から放出される内毒素を精子の TLRs
が直接認識する免疫様反応を引き起こすことが示された．また，ヒト精子にも TLR2 お
よび TLR4 が発現しており，外因性のペプチドグリカンや LPS を認識すると，精子 DNA
の断片化を誘起した．さらに，ヒト精液中にはグラム陽性菌やグラム陰性菌などの細菌
感染症例が認められ，細菌が放出する内毒素が高濃度に存在することが明らかとなった． 
上記の結果は，精液中の内毒素が高濃度に存在する症例では，精子 DNA 断片化率が上
昇することを示唆している．高頻度に精子 DNA の断片化が認められる症例では，体外受
精による受精率の低下のみでなく着床した場合でも高い流産率となることから（Borni 
et al.,2006），精子における TLRs を介した精子 DNA の断片化の誘起が，精子の受精能
やその後の胚発生に影響を与えていると推測された．したがって，精液中の内毒素によ
る精子への負の影響を抑えるため，ART に用いる精液から内毒素の影響を排除する必要
がある． 
ART に用いる精液の処理は，精漿中から運動精子を回収することである（Henkel et 
al.,2003）．精子を回収する最も簡便な方法は遠心処理法であり，ヒトの体外受精の聡
明期から用いられてきた（Edwards et al.,1969 ; Lopata et al.,1978 ; Edwards et 
al.,1980）．この方法は，抗生物質の含んだ培養液と精液を混合し，遠心分離器にて精
子やその他の細胞を沈降させる方法である．細菌類は，抗生物質の溶菌作用により密度
が低下することから，精子を得るための 500～700 g 程度の遠心処理では沈降しない．
しかし，死滅精子や精液中の白血球などの細胞は，運動精子と共に回収されるという問
題がある．死滅した細胞は，細胞の崩壊により活性酸素や細胞内タンパク質を放出する
（Narita et al.,1998）．活性酸素は細胞膜を構成するリン脂質がペルオキシドへと変
換し，これがタンパク質や DNA を酸化させることで細胞機能を低下させる（Son et 
al.,2009 ; Gavella et al.,2010）．また，放出された細胞内タンパク質の中には，ヒ
ートショックプロテインや核内タンパク質が TLR4 のリガンドとなり，アポトーシスを
47 
 
誘導すると報告されている（Luong et al.,2012 ; Zhang et al.,2012）．精子において，
酸化ストレスは運動性を低下させ，本研究で示された TLR4 は DNA の断片化を誘導する
ことから，抗生物質存在下においても遠心操作は良好な精子を得る手段とはなり得ない
と考えられる． 
Swim-up法は良好な運動精子のみを選別する方法であり，遠心処理法と同様に培養液
と混合後遠心処理を行い，その沈降精子を新しい培養液で再懸濁し，上向してきた精子
を回収する方法である（Mahadevan et al.,1984）．Swim-up 法においても，抗生物質を
含んだ培養液で培養を行うことにより，精液中の細菌が溶菌し，処理の過程において内
毒素濃度が上昇する．さらに，精子が上向する間，死滅した精子や白血球から放出され
る因子に精子は曝露された環境にある． 
これらのことから，精液と培養液を混合する前に精子を速やかに精漿から分離し，運
動良好で DNAが断片化していない正常精子を集める必要がある．密度勾配遠心法は，浸
透圧を変えることなく密度調整が可能な polyvinyl pyrollidoneなどを用いて成熟度の
高いヒト精子の密度である 1.11～1.12 g/mlに合わせ，回収する方法である．この密度
勾配遠心法では，精漿中に含まれる細菌や白血球などの混入した細胞のみでなく，死滅
精子を除去することができる（Colleu et al.,1996 ; Golan et al.,1997 ; Angelopoulos 
et al.,1998 ; Larson et al.,1999 ; Sakkas et al.,2000）．さらに，水溶性物質から
精子のみを抽出することができることから，ART 精液の処理過程において，TLR が刺激
されることでアポトーシスによる DNA 断片化が生じていない良好な精子を得ることが
可能と考えた． 
これらのことから，精液中の細菌混入や，細菌から放出される内毒素濃度の ART 結果
へ与える影響を検討し，精子への影響を排除する精子処理法を開発することを目的とし
た．実験１では，精液中の細菌混入の有無と媒精方法別受精率，Day3 での良好胚到達
率と良好胚盤胞での凍結融解胚移植後の妊娠率，妊娠継続率を後方視的に検討した．実
験２では，ヒト精液中の細菌として多く検出されたグラム陽性菌の内毒素であるペプチ
ドグリカン濃度による媒精方法別受精率，Day3 での良好胚到達率と良好胚盤胞での凍
結融解胚移植後の妊娠率，妊娠継続率の検討を行った．実験３では，精液の処理法によ
る，ペプチドグリカン濃度の変化を検討し，それぞれの処理法を用いたときの ART妊娠
率を後方視的に検討した． 
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材料および方法 
 
 
精漿中のペプチドグリカン濃度の測定は第二章と同様に行った．すべての治療，研究
への検体の使用には患者へインフォームドコンセントの後行った． 
 
成熟卵の回収，媒精，胚の培養，凍結，融解，胚移植 
 成熟卵は症例により，各種卵巣刺激法である GnRH アゴニスト-ロング法，GnRH アゴ
ニスト-ショート法，GnRHアンタゴニスト法のいずれかを施行した．方法については以
下の通りである． 
① Gn-RH アゴニスト-ロング法 
採卵前周期の高温期中期から GnRHアゴニスト（セトロタイド；日本化薬株式会社）
を連続投与する．月経開始後 3 日目より FSH（フォリルモン；富士製薬株式会社）
もしくは hMG(hMGフジ；富士製薬株式会社，hMGコーワ；興和株式会社)を投与し，
卵巣の発育状況により投与量を調節する．主席卵胞径が 18mm に達した時点で hCG
（hCGモチダ筋注用；富士製薬株式会社）を投与し，34～35 時間後に採卵を行う． 
② Gn-RH アゴニスト-ショート法 
月経開始とともに GnRHアゴニスト（セトロタイド；日本化薬株式会社）を連続投与
する．月経開始後 3日目より FSH（フォリルモン；富士製薬株式会社）もしくは hMG
（hMG フジ；富士製薬株式会社，hMGコーワ；興和株式会社）を投与し，卵巣の発育
状況により投与量を調節する．主席卵胞径が 18mmに達した時点で hCG（hCGモチダ
筋注用；富士製薬株式会社）を投与し，34～35時間後に採卵を行う． 
③ Gn-RH アンタゴニスト法 
月経 3日目より FSH（フォリルモン；富士製薬株式会社）もしくは hMG（hMG フジ；
富士製薬株式会社，hMGコーワ；興和株式会社）を投与し，卵胞径が 14mmに達した
時点で GnRHアンタゴニスト（ブセレキュア点鼻用；富士製薬株式会社）を併用する．
主席卵胞径が 18mmに達した時点で hCG（hCGモチダ筋注用；富士製薬株式会社）を
投与し，34～35時間後に採卵を行う． 
採卵は各卵巣刺激後，主席卵胞径が 18 mm 以上に達した時点で hCG 投与もしくは
GnRH-analogue で LH サージを誘起し，34～35 時間で超音波ガイド下にて行った．採卵
で吸引した卵胞液内から，卵丘細胞卵子複合体（cumulus-oocyte complex ; COC）を回
収し，媒精まで 5% (w/v)Human serum albumin（Irvine scientific）添加 human follicular 
fuluid（HFF99；扶桑薬品株式会社）で 37℃，5%CO2環境下にて培養を行った．媒精は
精液所見等により決定し，それぞれ通常体外受精（以下 con-IVF）もしくは顕微授精（以
下 ICSI）を行った．媒精後，19～20時間で受精確認を行い 2前核が確認できたものと，
42～44 時間後までに分割が確認できたものを受精と判定した．Day1から Day3 胚の培養
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は cook cleavage medium（COOK）にて 25 μlのドロップを作製し，ミネラルオイル（扶
桑薬品工業）でカバーしたものを用い，個別培養を行った．Day3胚のグレード分類は，
Veeck の分類を用いて行い，６細胞以上かつグレード 2以上を良好胚とした．ここで受
精率とは，媒精に用いた卵における Day1 にて前核形成もしくは分割を確認した胚の割
合とした．良好胚到達率は，受精した胚における Day3 にてグレード 2 以上の胚の割合
とした．Day3以降の胚の培養には，cook blastocyst medium（COOK）にて 25 μlのド
ロップを作製し，ミネラルオイル（扶桑薬品工業）でカバーしたものを用い，個別培養
を行った．Day5胚のグレード分類は，Gardnerの分類を用いて行い，サイズ 3以上かつ
グレード B 以上を良好胚とした．良好胚盤胞の凍結と融解はそれぞれ，VITRIFICATION 
KIT（北里バイオファルマ）の vitrification media と Thawing media を用い，既存の
プロトコールに準じて行った（Kuwayama et al.,2007）．凍結－融解胚移植は，ホルモ
ン補充周期にて内膜を同調させ，胚盤胞胚移植を行った．良好胚盤胞到達率は，胚盤胞
培養を行った胚におけるグレード B以上で凍結可能な胚盤胞に達した割合とした．臨床
的妊娠率は，胚移植を行った症例における胎嚢確認症例の割合とし，妊娠継続率は，胎
嚢確認後，12週まで妊娠継続した症例の割合とした． 
  
精液処理 
 提出された精液は，第２章と同様に所見の測定を行った． 
 実験１，２の精液は Swim-up法のみで処理したものを用いた．Swim-up法は，所見測
定後の精液に 5% Human serum albmin 添加 HFF99 を混合し，200 x g で 10 分間遠心処
理を行った．遠心後，上清を捨て，回収した精子懸濁液を 1 mlの 5% Human serum albmin
添加 HFF99の下底に沈め，37℃，5%CO2環境下にて 30分間培養を行った．培養後，最上
層より運動精子を回収した．回収後の精子の精子数，運動率，奇形率，Krügerの strict 
criteria による正常形態率を測定し，原精液の値が WHO の基準を上回る，もしくは，
Swim-up 回収後の運動精子数 1000 万 ml 以上，strict criteria の値が 4.0%以上は
con-IVFもしくは split法の対象とし，それ以下の場合は ICSI とした． 
実験３で用いた Isolate 法は，50%，90% Isolate（Irvine scientific）を用い，２層
Isolate法にて行った．液化した精液の全量を 1 ml の 90% Isolate，1 mlの 50% Isolate
の上に重層し，400 g で 15 分間遠心分離を行った．遠心後，上清を捨て，回収した精
子懸濁液を 1 mlの 5% Human serum albmin添加 HFF99の下底に沈め，37℃，5%CO2環境
下にて 30 分間培養を行った．培養後，最上層より運動精子を回収した．回収後の精子
の精子数，運動率，奇形率，Krüger の strict criteria による正常形態率を測定し，
原精液の値が WHOの基準を上回る，もしくは，Swim-up回収後の運動精子数 1000 万/ml
以上，strict criteriaの値が 4.0%以上は con-IVFの対象とし，それ以下の場合は ICSI
とした． 
媒精方法は医師，培養士が説明し，患者とその家族の同意のもと決定した． 
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実験計画 
【実験１】ヒト精液中の細菌感染の有無と swim-up 法による ARTへの影響 
 実験１では，Swim-up 法にて精子を回収し，射出精液中の細菌の有無による受精率，
Day3 における良好胚到達率，臨床的妊娠率，妊娠継続率を媒精方法別に検討した． 
 
【実験２】ヒト精液中のペプチドグリカン濃度と swim-up 法による ARTへの影響 
 実験２では，Swim-up法にて精子を回収し，射出精液中のペプチドグリカン濃度によ
る受精率，Day3 における良好胚到達率，良好胚盤胞到達率，臨床的妊娠率を媒精方法
別に検討した．ペプチドグリカン濃度が検出限界以下の症例を低濃度群とし，それ以外
を高濃度群とした． 
 
【実験３】精液の処理法によるペプチドグリカン濃度の変化 
 実験３では，精液処理法別のペプチドグリカン濃度の変化を，Isolate処理の前後と，
培養液中の抗生物質の有無での培養前後を比較することにより検討した．また，Swim-up
法のみと，Isolate/Swim-up 処理法による ARTでの妊娠率を，媒精方法別に比較した． 
 
統計処理 
各実験の結果は，Statcel(The Useful Addin forms on Excel)を用いて統計分析を行
った． 
受精率，Day3における良好胚到達率，良好胚盤胞到達率，臨床的妊娠率，妊娠継続
率は，カイ二乗独立性の検定，2×2分割表を用いて，2方向要因の関連性を検定した． 
また，平均値の比較は，多重比較検定により平均値と標準偏差を算出し，判定した．
それぞれ 5%水準で有意差を評価した． 
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結果 
 
 
【実験１】精液中の細菌の有無と ART成績との関係を明らかにするため，con-IVFと ICSI
施行症例に分け，それぞれにおいて細菌陽性症例と陰性症例の受精率，Day3 における
良好胚到達率，臨床的妊娠率，妊娠継続率を後方視的に解析した．なお，解析した症例
は，精液を Swim-up 法で回収したもののみとした．con-IVF および ICSI ともに，受精
率，Day3 における良好胚到達率において，細菌混入による影響は認められなかった．
しかし，臨床的妊娠率では，con-IVF において細菌陰性症例で 37.3%，細菌陽性症例で
25.8%，ICSI においては細菌陰性症例で 35.0%，細菌陽性症例で 16.0%であり，有意差
はないものの，細菌陽性症例では臨床的妊娠率が低下する傾向を示した．さらに，妊娠
継続率でも，con-IVF において細菌陰性症例で 32.8%，細菌陽性症例で 19.4%，ICSI に
おいて細菌陰性症例で 30.0%，細菌陽性症例で 12.0%であり，有意差はないものの，細
菌陽性症例では臨床的妊娠率が低下する傾向を示した（図４-１A,B）． 
 
【実験２】精液中に細菌混入が認められない症例においても，ペプチドグリカンが高濃
度に検出される症例が存在する．このことから，精液中内毒素と ART 成績との関係を明
らかにするため，con-IVF と ICSI 施行症例における受精率，Day3 における良好胚到達
率，良好胚盤胞到達率，臨床的妊娠率と精液中ペプチドグリカン濃度との関係を解析し
た．実験１と同様に swim-up法で精子を回収した症例を後方視的に解析した．その結果，
con-IVF，ICSIともに，受精率，Day3における良好胚到達率，良好胚盤胞到達率におい
て，ペプチドグリカン濃度による影響は認められなかった．しかし，臨床的妊娠率では，
con-IVF においてペプチドグリカン低濃度症例で 50.0%，ペプチドグリカン高濃度症例
で 8.3%であり，ペプチドグリカン高濃度症例で有意に低い値を示した（P<0.05）．ICSI
においても，ペプチドグリカン低濃度症例で 28.0%，ペプチドグリカン高濃度症例で
12.5%であり，有意差はないものの，ペプチドグリカン高濃度症例では臨床的妊娠率が
低下する傾向を示した（図４-２A,B）． 
 
【実験３】実験２において，精液中のペプチドグリカンが高濃度になると，ART の予後
に影響を与えることが示された．さらに，精液処理中には細菌の溶菌によりペプチドグ
リカン濃度が上昇すると考えられる．このことから，培養液に添加する抗生物質の有無
による培養前後のペプチドグリカン濃度を測定した．さらに，細菌を除去する Isolate
法での培養前後のペプチドグリカン濃度を比較した． 
培養液に抗生物質を添加した時，3時間後のペプチドグリカン濃度は有意に上昇した．
しかし，抗生物質フリーの培養液を用いた場合と，Isolate法にて処理を行った場合で
は，3時間培養後のペプチドグリカン濃度の上昇は認められなかった（図４-３）．次に，
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ART 精液処理として Swim-up法のみと Isolate/Swim-up法を用いた場合，処理法別に臨
床的妊娠率へ影響が認められるか検討した．con-IVF において，Isolate/Swim-up 法に
よる臨床的妊娠率は 33.9%であり，Swim-up 法の 36.5%と比較して差は認められなかっ
た．しかし，ICSIでは，Isolate/Swim-up法による臨床的妊娠率は 37.1%であり，Swim-up
法の 23.5%と比較して有意に高い値を示した（図４-４）． 
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考察 
 
 
マウス精子において，TLR2および TLR4を介して内毒素を認識することにより，受精
率が低下する．また，ヒト精子にも TLR2および TLR4 が発現しており，細菌が放出する
内毒素を認識すると，精子の運動性が低下し DNAの損傷が増加することを示した．そこ
で，精液中の細菌や内毒素の有無によるヒト ARTにおける受精率，胚発生，臨床的妊娠
率の比較検討を行った． 
 本章実験１，２において，精液中に細菌感染や細菌から放出される内毒素が高濃度に
検出される症例では，con-IVF，ICSIのいずれにおいても臨床的妊娠率が低下した．し
かし，マウスにおいて認められた受精率の低下は，本研究症例の con-IVFでは認められ
なかった．ヒトにおいて，精子の頭部を染色し強拡大にて正常形態率を測定する strict 
criteria の値は，con-IVF の受精率を予測する基準となる．正常形態率が 4.0%以上の
検体を正常とするが，基準値以下の症例では，受精率が低下する．このような低受精率
が予測される体外受精において，精子濃度を高くした con-IVF を行っている．しかし，
受精率は精子濃度依存的に有意に高い値となるが，一般的に良好胚率と着床率の上昇は
認められないとの報告がある（Oehninger et al.,1996）．また，体外での受精では，す
でに先体反応を起こし囲卵腔内に侵入した精子でも受精することが可能であるとの報
告から，先体を損傷した精子であっても受精しうると推察される（Inoue et al.,2011）．
本研究症例では，受精率を高めるために充分な精子濃度の体外受精を実施していること
から，後方視的な細菌およびペプチドグリカン濃度と con-IVF の成功率に受精では差が
でなかったものと考えられる．また，その受精率を高めたために異常精子が受精に使わ
れ，その後の発生率の低下が引き起こされた可能性が高い．すなわち，高濃度な媒精精
子の環境下では，精液中の細菌や内毒素によってアポトーシスを起こしている精子でも
卵内に侵入し受精を完了するため，受精率には差は認められないが，その後の臨床的妊
娠率に影響が現れると考えられた．ICSI においては，低倍率で運動性のある形態良好
と判断できる精子を用い，人為的に卵内へ注入していることから，その影響を con-IVF
以上に受けやすいと推察される．これらのことから，媒精方法が con-IVF, ICSIのどち
らにおいても，精液中の内毒素を除去し，精子のアポトーシスを抑制した条件で ARTに
用いる必要性が示唆された． 
そこで実験３において，精子処理過程でペプチドグリカン濃度の上昇を抑制する方法
の検討を行った．その結果，抗生物質非添加の培養液を用いた時，あるいは Isolate法
による精液の処理時では，ペプチドグリカン濃度が上昇しないことが明らかとなった．
溶菌性の抗生物質は，細胞を死滅させる際に細菌の内毒素を菌体外に放出させることか
ら（Appelmelk et al.,1994），精子処理に用いる培養液を抗生物質非添加にすると溶菌
せずに内毒素濃度が上昇しない．しかし，抗生物質非添加条件下では，グラム陰性菌な
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どの重篤な細菌が体外受精およびその後の培養時に増殖し，受精卵移植時に子宮内へ混
入する危険性がある．さらに，その増殖過程で培養液中の酸素や栄養素が用いられ，受
精卵に悪影響をもたらすことも考えられることから，精子処理過程で細菌を死滅させ，
かつ内毒素を除去する必要がある．Swim-up 法では，精液を遠心後，精子懸濁液を培養
液中で培養する．このため，精液中の細菌は懸濁液中に残り，培養液中の抗生物質によ
りペプチドグリカン濃度が上昇すると考えられる．一方，Isolate法は，培養液と混合
することなく，射出後のより早い段階で細菌が混入している精漿中から精子を分離する
ことができる．したがって，その後の精子懸濁液中の内毒素濃度は低値となり，精子が
内毒素に曝される危険性を最小限に抑えることが可能となる．さらに本法は，高い運動
性や良好形態の精子を死滅精子や白血球などと密度の違いにより分離することが可能
である（Tomlinson et al.,2001 ; Morrell et al.,2004）．これらのことから，ART 用
の精子処理には Isolate法を行い，細菌が混入している精漿中からすみやかに精子を分
離し，内毒素の影響を抑えることが必要と考えられる．実際に，実験４において，Isolate
処理を行うことにより ICSI症例で有意に高い臨床的妊娠率を示した．ICSI症例におい
ては，con-IVF と比較して，精液所見が低い症例が多いことから，Isolate 処理を行う
ことによる効果がより大きく ART結果に反映された可能性が考えられる．Isolate法は
人工授精などの施行時には用いられているが，本研究結果から，Swim-up 法に加え ART
に用いる精子の処理法をとするべきであると考えられた．  
 受精卵における精子由来の遺伝子発現は，4～8 細胞期以降に発現することが報告さ
れている（Seli et al.,2004）．マウスにおいては，単為発生由来胚が妊娠 10日目まで
しか生存しないことが報告された（Witkowska et al.,1973）．さらに，前核置換により
雌核発生胚および雄核発生胚を作出し，両者の発生能を検討したところ，いずれも 10
日目までしか生存しないことが示された（Surani et al.,1986）．つまり両性ゲノムの
発現は移植胚である胚盤胞期への発達には必要なく，着床，その後の発生において必須
である．また，この胚盤胞期胚までの発達では，雌核発生胚では良好であるのに対し，
雄核発生胚では内部細胞塊の形成不全となる．一方，雄核由来胚では，栄養外胚葉細胞
の増殖が顕著となることから，着床を左右する胚盤胞の栄養膜細胞ゲノムは，父性遺伝
子に由来していることが示唆された．したがって，精子が高頻度に DNA の断片化を起こ
している症例では，DNA異常の精子が受精することにより，着床と胎盤形成に影響が現
れると考えられる．これらのことから，媒精に用いた精子が細菌感染や細菌から放出さ
れる内毒素により精子 DNAの断片化を高頻度に起こしている場合，DNA異常の精子が受
精することによって，胚の後期から影響が認められ，胚盤胞に到達はするものの栄養膜
細胞の発生に負の影響を与えることにより，臨床的妊娠率や妊娠継続率の低下を引き起
こすと考えられる． 
 以上の結果から，①ヒト精液中の細菌混入は，ART へ負の影響を与えること，②ヒト
精液中のペプチドグリカン高濃度が，ARTへ負の影響を与えること，③精液中のペプチ
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ドグリカン濃度の上昇を抑制するためには Isolate 法が効果的であること，④Isolate
法を行うことにより ARTにおける臨床的妊娠率が上昇することが明らかとなり，ARTの
精液処理には Isolate法が必要であることが示された． 
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要約 
 
 
 第三章より，マウス精子に発現している TLR2および TLR4は，それぞれのリガンドを
認識することによって，体外，体内のいずれにおいても受精能を低下させることが明ら
かとなった．そこで，ヒト ARTの成績と精液中の細菌の有無，内毒素濃度との関連を検
討した．さらに，精液中の内毒素濃度の変化を測定し，より内毒素を除去することが可
能な精液の処理法を検討した． 
 本章実験１，２において，Swim-up法にて精子を回収し，精液中の細菌の有無もしく
はペプチドグリカン濃度と ART予後を媒精方法別に検討した．その結果，細菌陽性症例
やペプチドグリカン高濃度症例において，受精率には差は認められないものの，妊娠継
続率が低くなることが明らかとなった．このことから，ヒト ARTにおいても，精液中の
細菌感染や細菌から放出されるペプチドグリカンに曝され，DNA 断片化を誘起した精子
を用いることによって，ARTの予後へ負の影響を与えることが示された．細菌の内毒素
は溶菌時に細菌から放出されるものであり，経時的に増加することが推察されたため，
実験３では，精液処理法別に内毒素濃度の変化を比較した．培養液に抗生物質を添加し
精液と混合して培養すると，培養前と比較して内毒素濃度の増加が認められた．しかし，
抗生物質を非添加もしくは，培養液と混合前に Isolate法により精子と精漿を分離し培
養を行うと，内毒素濃度の増加は認められなかった．このことから，内毒素濃度の増加
を抑制するためには，Isolate法での精液処理が有効であることが明らかとなった．そ
こで，ARTの精液処理として Swim-up法のみ行った症例と Isolate/Swim-up 法を行った
症例において，ART 臨床的妊娠率を比較した．その結果，con-IVF では両群に差は認め
られなかったが，ICSIにおいては，Isolate/Swim-up 法を行った症例が有意に高い臨床
的妊娠率を示した．以上のことから，精液中の細菌や内毒素を効率良く除去することが
ヒト ARTを成功させるために必要であることが明らかとなった. 
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第五章 
総合論議 
 
 
 ヒトをはじめとする獲得免疫をもつ動物では，T 細胞や B 細胞が免疫記憶を誘導し，
侵入した異物に特異的に反応する．一方，非特異的に異物を認識する自然免疫系もまた，
重要な働きをしていることが明らかとなってきた．自然免疫は主にマクロファージ，樹
状細胞，ナチュラルキラー細胞によって担われている（Kawai et al.,2006）．マクロフ
ァージや白血球が生体内に侵入した異物を認識すると，食作用により異物を細胞内に取
り込み，食胞を形成する．食胞内は低 pHで多種類の分解酵素を有しており，その結果，
細菌などの異物は分解される．この異物断片により抗原提示が行われ，獲得免疫系を活
性化させることから自然免疫応答は初期免疫とも呼ばれている． 
自然免疫は，T細胞や B細胞などの獲得免疫を持たない昆虫類でその役割と仕組みが
研究されてきた．これらの生物種では，細菌などの異物を抗菌ペプチドによる溶菌や増
殖抑制あるいは貪食による排除を血液中の細胞が行っている．これらの仕組みは，まず
異物を非自己として認識し，その感知によって細胞内シグナル伝達系を活性化させる．
この非自己の認識は，pattern recognition receptorとして知られている Toll 様受容
体(TLRs)が担っている．TLRs は NF-kB を活性化させることで抗菌ペプチド類を発現さ
せるとともに，異物を貪食するスカベンジャー受容体の形成を促し，p38MAPKがその貪
食形成を促進する（Jiang et al.,2008）．この TLRs は，哺乳動物の白血球においても
発現していることが報告され（Medzhitov et al.,1997），その遺伝子欠損マウス解析か
ら，TLRs による異物認識がサイトカインやケモカインの発現，分泌を介して，獲得免
疫機能を活性化させることが示された．この TLRs はヒトでは 11 種類が family を形成
し，それぞれが細菌のリポ多糖，ペプチドグリカン，リポペプチドなどを認識する．さ
らに，１本鎖 RNA，２重鎖 RNA，非メチル化 CpG DNA といったウィルスの構成物も TLR
により認識されることが知られている．  
近年，免疫細胞以外にも TLRsの局在が報告されており，生殖器官においても卵管や
子宮，子宮頸部などの上皮細胞の細胞膜で TLRsの発現が検出されている（Wira et 
al.,2005）．これらの細胞に発現している TLRsは，細菌やウイルス，真菌などを認識す
ることにより，生体外から雌性生殖器内に侵入した異物に対し，抗菌作用を示す（Wira 
et al.,2010）．雌性生殖器官は性周期により大きく構造と機能を変化させるが，TLRs
の発現もまた，性ステロイドによる支配を受け，排卵期にその発現が亢進される．この
時期は，子宮口が弛緩し，外部から異物の進入が可能となること，交尾により精子と共
にウイルスや細菌が混入する可能性も高まることから，TLRsの発現により感染防御機
能が高められていると考えられる．また，ラットにおいて，雄性生殖器である精巣や精
巣上体の上皮細胞にも TLRsが発現が認められた（Palladino et al.,2008）．精巣にお
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ける TLRsは精細管内のセルトリ細胞に発現している．しかし，精細管内は血液精巣関
門があるため感染は考えられない．したがって，その役割は，アポトーシスを起こした
精細胞の除去と考えられる．一方，精巣上体上皮細胞における TLRsの役割は，精子成
熟過程で貯蔵された精子の中でアポトーシスを起こしたものの排除とともに，精管を上
向してきた異物の除去にも関わっていると推察される．精巣上体における重度の感染は，
精巣上体管内への白血球の浸潤による精子の貪食，それによる抗精子抗体形成による精
子形成不全を引き起こす．さらに，白血球の産生する TNF-αや活性酸素は精子のアポ
トーシスを誘導する．したがって，精巣上体の上皮細胞に発現する TLRsは，重篤な感
染状態となることを抑制し，精子の生存を担保していると考えられる．このように，管
腔を形成する器官の上皮細胞において，TLRs の発現は，より早い段階での異物の認識
を可能とすると考えられる．精子は射出後，体内外環境で直接異物と接する特殊な細胞
であることから，精子においても TLRs を介する自然免疫応答を持つのではないかと推
測した． 
そこで，ヒトおよびマウス精子において TLRs の
発現解析を行ったところ，ヒトおよびマウス精子に
は TLR2 および TLR4が先体部に局在しており，精液
中の内毒素を認識し，精子 DNAの断片化を引き起こ
すことが明らかとなった(図５-１)． 
Palladino et al.(2008)は，ラットの精子におい
ても TLR1-9，11が発現することを報告した．さら
に鳥類である家禽（Ozoe et al.,2009 ; Das et 
al.,2011），偶蹄目であるブタ（Okazaki et al.,2010）
に至るまで精子に TLRsの局在が確認されている．
このことから，幅広い動物種において精子に自然免
疫応答を担う免疫機能が存在することは明らかで
あり，これまで報告されていないウシや実験動物と
して生殖工学技術がさかんに実施されているイヌ，
サルなどの精子にも TLRsが発現していると考えられる．したがって，下記に示す本研
究で明らかとなった TLRsの機能を考慮した精子処理法は，いずれの動物種の体外受精
や人工授精に適応することが必要である． 
本研究の第四章において，ヒト精子の TLR2および TLR4 が内毒素を認識すると，受精
率，その後の胚発生には影響は認められないものの，流産率が上昇することが明らかと
なった．ARTにおける胚移植では，その発育ステージによって胚のグレード分類を行い，
良好胚のみが移植の対象となる．父性遺伝子は，胚の発育後期と，着床を担う栄養膜細
胞に影響を及ぼすため，精子 DNAの断片化は胚の着床に負の影響を及ぼす．このことか
ら，内毒素が高濃度の症例において，DNAの断片化を誘起している精子が卵内に侵入す
63 
 
ることにより，受精，分割し，初期胚移植の際にはグレード良好のため移植するが，そ
の後は父性遺伝子の発現がないため，着床に至らないか，着床しても初期の段階で流産
してしまうと推測される．流産は母胎への影響も大きく，深刻な問題であり可能な限り
その危険性を低下させる必要があるが，グレードが良好であればその時点でその胚の着
床能を予測することは困難である．また，マウス精子においては受精能に負の影響が認
められた．これらのことから，精子における初期の自然免疫応答は，精子の受精能，そ
の後の父性遺伝子の発現に影響を及ぼすため，ARTに用いる精子から内毒素の影響を軽
減することが，生存性の高い胚を作出するために必要であると考えられた． 
上記の繁殖障害が起こる可能性を排除する目的で，ヒト精液の至適な処理法を検討し，
正常精子の受精率を上げる精液処理法の開発を行った．ヒト精液では，グラム陰性菌検
出頻度は低く，グラム陽性菌が多く検出された．このことからグラム陽性菌の内毒素で
あるペプチドグリカンの影響が大きいと考えられる．しかし，ペプチドグリカンは，タ
ンパク質が混在していない試験管内では，プロテアーゼにより不活化することができる
が，生体成分中では中和する薬剤は存在しない．一方，TLR2あるいは TLR4へのリガン
ド結合を抑制する薬剤，あるいは下流シグナル系を特異的に阻害することは将来応用で
きる可能性がある．すなわち，TLR2あるいは TLR4に対する中和抗体を精液処理液に添
加する方法や（Shimada et al.,2008），敗血症の治療薬を用いる方法がある．敗血症は
細菌感染症の治療時に抗生物質により急激に内毒素が放出され，重篤な症例では死に至
る疾患である．現在治療段階にある薬剤は TLR2あるいは TLR4 の下流を標的とする化合
物であり，これが精液の処理に利用できる可能性はある．しかし，現状では，ペプチド
グリカンを精液中で中和する方法はない．したがって，精子とペプチドグリカンを分離
することが必要であり，第四章にて精子懸濁液中のペプチドグリカン濃度の上昇抑制に
成功した，Isolate法を用いることが有効な手段である． 
一方，ブタ精液では，70%以上の個体から細菌感染が認められ，その多くはグラム陰
性菌と報告されている．ブタ射出精液をペニシリン Gとアミカマイシン添加条件，37℃
で 3時間培養を行うと，グラム陰性菌の内毒素である LPS濃度が精液中で上昇する．し
かし，この LPS濃度の上昇とそれに伴う精子運動率低下は，LPSの中和剤である PMBに
よって抑制されることが報告されている（Okazaki et al.,2009）．また，ブタ精子を凍
結する際，培養液に LPSの中和剤である PMB を添加すると，融解後の生存性や人工授精
による受胎率が向上する（Okazaki et al.,2010）．これらのことから，ブタ精子の機能
性維持のためには，PMB処理により内毒素による負の影響を緩和させる必要がある．こ
のようにブタでは，感染細菌は主にグラム陰性菌であることから，LPSの中和剤である
PMB の使用が効果的であると考えられる．また，ブタの精液量は 100 ml 以上であり，
精液を直接 Isolate法を行うことは難しいことから，射出精液に直ちに PMBを添加する
ことが最良の手段である． 
 ウシ精液においても細菌感染は認められ，ブドウ球菌などのグラム陽生菌や，緑膿菌
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やプロテオバクテリアなどのグラム陰性菌が検出されている（Akhter et al.,2008 ; 
Gonzalez et al.,2010）．日本におけるウシの人工授精は，1961年の家畜改良法の改正
により，凍結精液の使用へと切り替えられ，肉牛，乳牛のいずれにおいてもほぼ 100%
の割合で凍結精液を用いた人工授精による種付けが行われている．ウシ精液の処理には
細菌の抑制のために抗生物質の複合処理が検討されてきた．古くからはペニシリンＧと
ストレプトマイシンの複合処理が行われてきたが，ゲンタマイシン，チロシン，リオノ
マイシン，GTLS の複合処理によって精子保存後の生存性が上昇することが報告されて
いる（Akhter et al.,2008）．このように，抗生物質のコンビネーションによって細菌
による精子への間接的影響を抑制しているが，グラム陽性菌から内毒素が放出され，そ
れが精子機能を低下させている可能性は高い．近年，ウシ精子の人工授精による妊娠率
は６割以上となっており，一つの手段としてヒト精液同様の Isolate処理を取り入れる
ことが成績向上につながるかもしれない． 
さらに，Isolate法は，ウイルス感染にも応用可能である．ウイルス感染した精液に
おいても，精子は運動性が低く，その受精能も限定的である．Mihara et al.(2010)は，
精子に DNA ウイルス特異的配列である脱メチル化 CpG 配列を認識する TLR9 が発現して
いることを報告した．この TLR9は，ウエスタンブロッティング解析の結果，TLR9のタ
ンパク質レベルでの発現も検出されたが，先体反応を誘起した精子では，そのバンドが
薄くなっていたことから，TLR9が精子頭部に局在していると推察された．さらに，TLR9
のリガンドは，先体の損傷を促し，BSA による受精能獲得誘起を抑制した．体外受精お
よび人工授精試験の結果，TLR9 リガンドで前培養した精子の体内，体外における受精
能が有意に低下することが示された．これらのことから，精子にはウイルスの DNAであ
る脱メチル化 CpG 配列を感知する TLR9 が発現し，精液中のウイルス感染を感知可能で
あることが示唆された．ヒト精子においても，ウイルス感染により精子機能性が低下す
ることから，ウイルス感染を認識する TLR9の局在が推測される．TLR9は，一般的に細
胞表面でなく細胞質内に局在している．精子が TLR9 を発現し，それが機能しているこ
とは，精子にウイルスが感染しうることを意味している．このような精子が受精した場
合，受精卵はウイルス感染していることから，発生への影響やウイルス潜伏による将来
的な発症リスクにみまわれる．しかし，TLR9 を介したウイルス認識機構は，先体損傷
を引き起こすことから，Isolate法による形態正常な精子をウイルスや内毒素から分離
する処理が，非感染精子を回収する方法となりうる．実際に，密度勾配遠心法は，精液
中の HIV ウイルス除去にも有効な手段であることが報告されている（Politch et 
al.,2004）． 
 このように，精子 DNAの正常性は，その精子を用いた体外受精の成功に大きく関与す
るものである．しかし，現在の精子の検査では，第一章に示した通り，精子数や運動率
などの目視できる検査にとどまっており，一般的に精子 DNA断片化の検出は行われてい
ない．特にヒト ARTでは，臨床時の精子 DNA断片化の検査は，コストや検出時間の面で
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困難であることが予想される．そこで，精子 DNAの断片化率を示す指標として，ブタ精
子における細菌数と精子運動性の関連について示した報告に着目した．これは，細菌が
検出される精液を長時間37℃で加温した時の精子の運動性低下を測定した報告であり，
採精直後には精液中の細菌数と精子運動性との間に統計的な関連性はない．しかし，抗
生物質存在下にも関わらず，６時間後の運動性では，培養前の細菌数との間に負の相関
が認められる．さらに６時間後の精子 DNAの断片化率にも培養前の細菌数との間に正の
相関が検出された（Okazaki et al.,2010）．すなわち，運動性の値を射出直後では細菌
による影響は検出できないが，長時間の培養後ではじめて，精子の正常性を表すことが
できることとなる．したがって，通常の精液検査時の運動性ではなく，長時間培養後の
精子運動性を比較することによって，精液中の細菌や内毒素の混入による精子 DNAの断
片化の頻度を予測することが可能であると考えられた．具体的には以下のような方法で，
精液の所見により至適な処理法と媒精方法の選択が可能であると推察される．太線矢印
が今回の検討において必要と考えられた検査法を精液処理である． 
 
図５-２．ヒト ART 時の精子 DNA の正常性検査法とそれにより選択された精液調整法，
媒精方法 
 
従来，射出精子数が多数であり,運動性が良好である場合は，con-IVF を施行するが，
媒精に用いる精子の DNA正常性を調べるため，長時間精子を培養した後の精子運動性を
測定した上で，精液中の内毒素濃度を抑制するため Isolate法にて精液処理を行う．ま
た，精子数が多数であっても精子運動性が不良な場合や，精子数が少数である場合には，
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TUNEL により精子 DNA の正常性を測定した上で精液中の内毒素濃度を抑制するため
Isolate 法にて精液処理を行うことが必要であると考えられる．また，Isolate 法での
内毒素の除去は，グラム陽性菌が多く，精液量が比較的少量な種に対し行う方法である．
しかし，ブタなどのように精液量が多く，グラム陰性菌が多く混入している種にたいし
ては，Isolate法の代わりにグラム陰性菌の中和剤である PMB 処理を行うことが最適で
ある． 
 このように，現在行われている体外受精・ICSI は，受精率や胚発生は高い値である
が，着床率は低く，流産率が高いため，生児を得られる率は低い．このことは精子 DNA
の断片化が関与していると考えられる．その原因として，精液中の内毒素が精子に局在
する TLR2および TLR4を介して，精子が DNAの断片化を起こしていることが明らかとな
った．精子 DNA 断片化の誘起に影響する精液中の細菌や内毒素の除去は，精液の特性，
精液中に存在する細菌種の傾向などを考慮し，至適な処理法を行う必要がある．特に精
子による内毒素の認識は，白血球による自然免疫応答をよりも前の段階での免疫応答で
あるため，効率よく内毒素の暴露から精子を保護することが必要である．本研究では，
精子を精液中の内毒素の影響を速やかに抑制することによって，精子の DNAの断片化を
抑制し，受精後の胚の生存性を維持するための精液処理法を開発した．その成果は，精
液の処理法を種特異的に行うことにより，流産率の低下につながり，ヒトの ART のみで
はなく，家畜繁殖技術に大きく貢献するものであると考えられる． 
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第六章 
総括 
 
 
 体外受精や顕微授精（ICSI）の技術の進歩により，ヒトを含めて雌雄どちらにおいて
も繁殖（生殖）能力に障害を持った個体で，高い受精率が期待できるようになった．し
かし，未だに胚移植後の妊娠率は低く，流産率は自然妊娠よりも高い．このような胚の
発育停止には，胚の染色体異常が高率に起きていることが原因であると考えられている．
胚の染色体異常には，卵子側，精子側それぞれの因子が考えられている．両者において，
減数分裂過程における染色体分配異常がその原因として挙げられるが，精子においては，
射出後に DNA断片化が生じると報告されている．父性由来の遺伝子は，桑実胚以降に急
速に発現が上昇し，栄養膜細胞における胎盤形成に関与していることが知られており，
精子処理過程における DNAの断片化は，桑実胚以降の胚発生の停止，胚盤胞形成不全や
栄養膜細胞の機能低下による着床不全と流産を引き起こすと推測される．精子 DNAの断
片化を引き起こす要因として，酸化ストレスや細菌感染などが推察されるが，その詳細
は不明である．本研究では，精子の DNA断片化が起こる仕組みとして，細菌が放出する
内毒素の精子に与える影響に着目し，精子の自然免疫能の分子生物的解析とそれをコン
トロールする精子処理法の開発を試みた． 
 
 
ヒト精子における TLR2と TLR4の発現とその生理的役割の解明 
 生殖器に細菌が感染すると精液中にも細菌が混入し，その結果白血球が増加し，精子
の機能性が悪化する．これらの細菌による精子への影響は，白血球の TLRs による自然
免疫応答により TNF-αが分泌され，それが精子 DNAの断片化を誘起すると考えられる．
一方，精子を含む生殖細胞にも免疫細胞様の機能があることが報告されていることから，
白血球増加以前の初期の段階で精子が直接異物を認識している可能性が考えられた．そ
こで，ヒト精液中の細菌種の同定と内毒素であるペプチドグリカン，LPS濃度の測定を
行った．その結果，ヒト精液中にはグラム陽性菌とペプチドグリカン，LPSが高濃度で
存在した．さらに，ヒト精子においてこれらの内毒素を認識する TLR2 および TLR4の局
在が認められ，内毒素を添加すると，精子運動性の低下と TUNEL陽性率の上昇が認めら
れた．以上の結果から，精子に存在する TLR2 および TLR4 が内毒素を認識することで，
精子 DNAの断片化を誘起すること，精子運動性が低下することが明らかとなった． 
 
TLR2および TLR4遺伝子欠損マウスを用いた精子に発現する TLRsの機能解析 
 第二章において，精液中のペプチドグリカンや LPS は，ヒト精子に発現する TLR2 お
よび TLR4 を介して，精子の機能性に負の影響を及ぼした．しかし，ヒト精子では，射
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出直後にはすでに精槳に曝され，内毒素の影響を受けている可能性があることから，精
槳に曝されていない精巣上体精子でさらに遺伝子欠損個体が使用可能なマウスをモデ
ルとし，TLR2および TLR4の詳細な作用機序の検討が必要であると考えた．まず，マウ
ス精子における TLR2および TLR4の発現を検出した結果，ヒト精子と同様に先体部に両
者とも局在していた．次に，ペプチドグリカンあるいは LPS添加培地でマウス精巣上体
精子を培養した結果，精子運動性の低下と TUNEL陽性率の上昇が認められた．また，体
外受精の受精率においても，内毒素を添加すると受精率は低下した．一方，TLR2 およ
び TLR4 の遺伝子欠損マウスにおいては，LPS やペプチドグリカンの精子に対する負の
作用は特異的に消失していた．さらに，人工授精においても，細菌と前培養した精子を
用いた時，受精率は低下し，これは内毒素の中和剤であるポリミキシンＢにより完全に
抑制された．以上の結果から，精子に存在する TLR2および TLR4はそれぞれの内毒素を
特異的に認識し，精子への負の影響は体内および体外での精子受精能を低下させること
が明らかとなった． 
 
ヒト精液中の細菌感染と内毒素の ART への影響と，内毒素の影響を抑制する精液処理
法の開発 
これまでの検討により，精子の TLR2および TLR4は精液中の内毒素を特異的に認識し，
精子運動性の低下や TUNEL陽性率を上昇させることによって，受精能に直接的に影響を
与えることが明らかとなった．そこで本章では，ヒト高度生殖医療(ART)の成績と精液
中の細菌感染の有無とペプチドグリカン濃度との関係について後方視的に検討した．そ
の結果，細菌感染陽性症例，ペプチドグリカン高濃度症例において，受精率や胚発生率
に影響はなかったが，臨床的妊娠率の低下，流産率の上昇が認められた．これらの検討
症例では，精液の処理が swim-up法のみであり，精子が精液処理の過程で内毒素濃度の
上昇により負の影響を受けると考えられたことから，精液中の内毒素濃度の上昇を抑制
する精液処理法の検討を行った．実際に swim-up過程で処理液中のペプチドグリカン濃
度は上昇していた．そこで，射出精液を抗生物質入りの培養液に懸濁する前に速やかに
Isolate処理を行うことによって，内毒素の上昇を抑制し，その処理法を行った ARTで
は臨床的妊娠率が高くなることを示した．以上の結果から，精液中の内毒素による精子
への負の影響は ARTの予後にも悪影響を及ぼすため，ART の精液処理には細菌や内毒素
を速やかに除去する Isolate法を用いることが有効であることが示された． 
 
 
本研究により， 
１， 精子に存在する TLR2および TLR4は精液中の内毒素を特異的に認識し，精子機
能性に負の影響を与える 
２， 精子に存在する TLR2および TLR4が内毒素を認識することにより，精子受精能
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が低下し，その後の胚の生存性に影響を与える 
３， 精子への内毒素の影響を抑制するためには，射出後速やかに除去することが必
要であり，その方法は Isolate法が有効である 
ことが明らかとなった．これは，マウスを用いた基礎研究結果からヒトの臨床で用いる
ことができる最適な精液処理法を開発したものである．ヒト以外の大型家畜においても
精液中に細菌が検出されることから，ウシやブタといった精液処理から人工授精が行わ
れている家畜にも本法を応用することができると期待される．そのためには，精液中の
細菌種を同定することと，精液の性状によって，中和剤の添加とともに最適な処理法を
選択する必要があると考えられる．本研究の成果は，精子に存在する免疫様機能を生理
的に解明し，その基礎的知見を基にした新しい技術の開発であり，ヒト ART成功率の上
昇に寄与するものである．この技術を広く大型家畜などに応用することにより，その生
産性向上が期待できると考えられる．また，本研究の基礎的知見は，家畜やヒトの生殖
工学技術の発展にも貢献するものと思われる． 
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